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RESUMO xii

EFEITOS DE DIETAS COM BAIXO TEOR DE GORDURA E COM GORDURA
DE COCO DE BABACU SOBRE AS ALTERACOES LIPIDICAS E SOBRE A
LESAO HEPATICA NA CIRROSE BILIAR SECUNDARIA EM RATOS JOVENS

Introducao: a colestase diminui o fluxo da bile para o intestino resultando em ma-
absorcdo de gordura, colesterol e vitaminas lipossoluveis, quando prolongada
causa cirrose biliar. A ligadura do ducto biliar em ratos jovens é usada como
modelo de atresia biliar. Ha duas possibilidades de tratamento dietoterapico dessa
condicao: substituicdo de triacilglicerdis de cadeia longa (TCL) por triacilgliceréis
de cadeia média (TCM) ou suprimento de TCL na quantidade suficiente para
evitar deficiéncia de acidos graxos essenciais (AGE) como Unica fonte de gordura.
Objetivo: comparar os efeitos de uma dieta com baixo teor de gordura com uma
dieta com gordura de coco de babacu sobre o metabolismo lipidico, a fungéo e a
lesdo hepatica em ratos jovens com cirrose biliar secundaria (CBS). Métodos:
submetemos 40 ratos divididos em 4 grupos de 10 animais, a partir do P21 (21°
dia pés-natal) até o P49, a dois dos seguintes tratamentos: 1) ligadura e
resseccdo do ducto biliar comum (L) ou operagédo simulada (S) e 2) dieta com
baixo teor de gordura (6leo de milho fornecendo 4,5% da quantidade total de
calorias, dieta SG) ou dieta com gordura de coco de babacu (essa gordura
fornecendo 32,7% e 6leo de milho fornecendo 1,7% da quantidade total de
calorias, dieta GC). Ambas dietas contém a quantidade minima de AGE. O valor
calérico da dieta SG é 372,8 kcal/100g e da dieta GC é 396,1 kcal/100g. Levando
em conta a quantidade de TCL que n&o é absorvida na auséncia de bile, as dietas
sao isocaléricas. No P48 foi realizado o teste do tempo de sono induzido pelo
pentobarbital, com injecao intraperitonial na dose de 50mg/kg de peso do animal.
No P49 foi colhido sangue por puncao cardiaca para as seguintes determinacgoes:
atividades séricas de aspartato aminotransferase (AST) e de alanina
aminotransferase (ALT), concentracdes séricas de colesterol total (CT) e fracoes,
triacilglicerdis (TG), vitamina A (VA), albumina e globulina. Foram determinados o
peso, o conteudo de agua e de gordura do figado e do bagco e retirado um
fragmento do lobo direito do figado para analise histolégica pelo método
semiquantitativo. As intensidades de fibrose (F), proliferacdo ductal (PD), fibrose
pericelular (FP), esteatose (E) e degeneracao hidropica (DH) foram atribuidos,
para cada animal, escores de 0 a 3. Foram contados o numero de areas de
necrose em todo o corte e 0 numero de mitoses em dez campos sequienciais com
grande aumento. Aplicou-se ANOVA com dois fatores e comparagdes multiplas
pareadas pelo teste t. As variaveis histologicas foram aplicados o teste de
Wilcoxon e correlacdo de Spearman para os grupos LSG e LGC. Foram
consideradas diferencas estatisticamente significativas cujo p<0,05. Resultados:
a dieta GC aumentou o CT tanto na presenca como na auséncia de colestase. A
dieta SG evitou os efeitos da colestase sobre a elevacao de LDL-c, VLDL-c e TG,
aumentou a VA sérica e diminuiu a F e a PD na colestase. Houve correlacéao
negativa entre mitose e F, PD, FP e E no grupo LSG. Conclusoées: a dieta GC
tem efeito hipercolesterolémico tanto na presenca como na auséncia de
colestase. A dieta SG diminui a intensidade da F e da PD e estd associada ao
aumento de VA na CBS.

Palavras-chave: Colestase obstrutiva. Cirrose biliar. Gordura de babacu.
Triacilgliceréis de cadeia média. Triacilglicerdis de cadeia longa.




ABSTRACT xiii

EFFECTS OF LOW FAT AND BABASSU FAT DIETS ON LIPID ALTERATIONS
AND HEPATIC INJURY IN SECONDARY BILIARY CIRRHOSIS IN YOUNG
RATS

Introduction: cholestasis decreases bile flow into the duodenum resulting in fat,
cholesterol and lipid-soluble vitamins malabsorption, prolonged cholestasis causes
biliary cirrhosis. Bile duct ligation in young rats is used as model for biliary atresia.
There are two possibilities of dietetic treatment of this condition: substitution of
medium chain triacylglycerols (MCT) for long chain triacylglycerols (LCT) or supply
of LCT in amount enough to prevent essential fatty acids (EFA) deficiency as only
fat source. Objective: to compare, the effects of a low fat diet with those of a
babassu fat diet on lipid metabolism, liver function and hepatic injury in young rats
with secondary biliary cirrhosis (SBC). Methods: we submitted 40 rats in 4 groups
of 10 animals each from the P21 (21°! postnatal day) to P49 to two of the following
treatments: 1) ligature and resection of the common bile duct (L) or sham
operation (S) and 2) low fat diet (corn oil supplying 4.5% of the total amount of
energy, LF diet) or babassu fat diet (this fat supplying 32.7% and corn oil
supplying 1.7% of the total amount of energy, BF diet). Both diets contain EFA in
the appropriate amount. The amount of energy of the LF diet is 372.8 kcal/100g
and of the BF diet is 396.1 kcal/100g. Taking into account the amount of LCT that
is not absorbed in the absence of bile, the diets are isocaloric. At P48
pentobarbital sleeping time was measured after intraperitoneal injection in the
dose of 50mg/kg of body weight. At P49 blood was collected through cardiac
puncture for determination of: serum activities of aspartate aminotransferase
(AST) and alanine aminotransferase (ALT), serum concentrations of total
cholesterol (TC) and fractions, triacylglycerols (TG), vitamin A (VA), albumin and
globulins. The weight, the water and fat content of the liver and spleen were
determined and a fragment of the right lobe of the liver was taken for
semiquantitative histological analysis. For the intensity of fibrosis (F), ductal
proliferation (DP), pericellular fibrosis (PF), steatosis (S) and hidropic degeneration
(HD) scores of 0 to 3 were attributed for each animal. The number of areas of
necrosis in the whole slide and the number of mitosis in ten sequential fields at
high magnification, were counted. Two Way ANOVA and paired multiple
comparisons using t test were applied. Wilcoxon test and Spearman correlation for
the groups LLF and LBF were applied to the histological variables. Differences
were considered statistically significant whose p<0.05. Results: BF diet increased
the TC in cholestasis and also without cholestasis. LF diet prevented the effects of
cholestasis on the increase of LDL-c, VLDL-c and TG, increased the serum VA
and decreased the F and the DP in cholestasis. There was a negative correlation
between mitosis and F, DP, PF and S in the group LLF. Conclusions: BF diet has
hipercholesterolemic effect either in association or not with cholestasis. LF diet
decreases the intensity of F and of DP and is associated with the increase of VA in
the SBC.

Key words: Obstructive cholestasis. Biliary cirrhosis. Babassu fat. Medium chain
triacylglycerols. Long chain triacylglycerols.
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Introdu¢do 1

1. INTRODUCAO

1.1. CONCEITO DE COLESTASE

O termo colestase, que é originado do grego (chole = bile e stasis =
parada) (ERLINGER, 1999), significa toda alteragédo fisiopatolégica em que ha
diminuicdo ou auséncia do fluxo biliar, por defeitos na secrecao da bile ou por
interferéncia no seu transporte para o duodeno (POPPER, 1968; ERLINGER,
1999; KULLAK-UBLICK & MEIER, 2000; POUPON et al., 2000; ROQUETE, 2000;
TOMAR, 2000). Esse processo ocorre devido a obstrucdo dos ductos biliares
(extra- ou intra-hepaticos) ou a anormalidades das células hepaticas (REICHEN &
SIMON, 1994; ERLINGER, 1991; ERLINGER, 1999). A identificacdo da colestase
varia de acordo com a perspectiva do examinador.

Para o clinico, a presenca de colestase é indicada por ictericia, coluria e
xantomas (decorrentes da retencédo de constituintes da bile), acolia ou hipocolia
fecal (causada pela auséncia ou diminuicdo de bile no intestino) e prurido
(ERLINGER, 1999).

Bioquimicamente, a colestase se manifesta por aumento no soro da
concentracao de bilirrubina conjugada, acidos biliares e colesterol, substancias
normalmente excretadas na bile e pelo aumento da atividade sérica de
fosfatase alcalina, y-glutamiltransferase (REICHEN & SIMON, 1994; COELHO,
1995; LI & CRAWFORD, 2004).

Para o patologista, colestase significa presenga de pigmentos biliares no
citoplasma dos hepatécitos, das células de Kuipffer e trombos biliares
canaliculares (bilirrubinostase) e degeneracdo plumosa dos hepatécitos
(colatoestase) (REICHEN & SIMON, 1994; DESMET, 1995).

O fisiologista define colestase pelo clearance de substancias coléfilas (p.
ex. inulina) esta diminuido (ERLINGER, 1991; KRELL & ENDERLE, 1993).

O radiologista identifica a colestase quando ha parada de contraste na
colangiopancreatografia endoscopica retrégrada ou na colangiografia operatéria
(HEYMAN et al., 1988; DERKX et al., 1994; OHNUMA et al., 1997).
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1.2. IMPORTANCIA DA COLESTASE

A colestase ocorre tanto na pratica clinica de criancas, quanto na de
adultos (POUPON et al.,, 2000; LI & CRAWFORD, 2004). Em criangas, a
colestase é observada principalmente no periodo neonatal e nos primeiros meses
de lactancia (CAUDURO, 2003). A incidéncia de colestase neonatal é em torno de
1 em 2000 a 2500 nascidos vivos (MOWAT, 1994).

As doencas hepaticas tém significaAncia na saude total dos americanos e
sdo particularmente insidiosas quando atingem criancas. Em 1999, foram
realizados 525 transplantes de figado em criancas nos Estados Unidos, e mais de
80% destas criancas eram menores de 5 anos (BERK & BROWNSTEIN, 2002).

As criancas sao particularmente vulneraveis a colestase em parte por
imaturidade dos mecanismos de formacao da bile (WATSON & GIACOIA, 1983;
COELHO, 1995; KARRER & BENSARD, 2000; ROQUETE, 2000). Além disso, a
evolucao para a cirrose, quando ocorre, é mais rapida do que em adultos
(BURDELSKI, 1995).

A importancia do estudo da colestase em Pediatria deve-se a gravidade
de algumas doencgas colestaticas, como a atresia de vias biliares (SHAH &
SPIVAK, 1994; BALISTRERI et al.,, 1996; PERLMUTTER & SHEPHERD, 2002;
CAUDURO, 2003) e as colestases familiares intra-hepéticas progressivas
(SHNEIDER, 2004), que apresentam 100% de mortalidade na auséncia de
tratamento. Portanto, necessitam de diagndstico rapido e preciso, além de
tratamento especifico (LAl et al., 1994; BURDELSKI, 1995; MCKIERNAN, 2002).
Sua importancia é acentuada pela ampla variedade de causas congénitas e
adquiridas (REICHEN & SIMON, 1994; ROQUETE, 2000).

1.3. CAUSAS DE COLESTASE

As causas de colestase sao multifatoriais e podem ser desencadeadas
nas diferentes etapas da formacdao da bile ou do fluxo biliar (WATSON &
GIACOIA, 1983; KRELL & ENDERLE, 1993; JANSEN & MULLER, 2000). O
Quadro 1 mostra as causas de colestase neonatal divididas em extra-hepaticas e
intra-hepaticas, sendo a atresia biliar e a hepatite neonatal as mais freqientes
(REICHEN & SIMON, 1994), correspondendo 70% a 80% dos casos (SHAH &
SPIVAK, 1994; CAUDURO, 20083).
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Quadro 1. CAUSAS DE COLESTASE NA INFANCIA

CAUSAS EXTRA-HEPATICAS
» Obstrucao biliar
Atresia biliar
Cisto de colédoco
Perfuracdo espontanea do ducto biliar
Estenose biliar
Anomalias da juncao ductal colédoco-pancreética
Hipoplasia biliar
Sindrome da bile espessa
Colelitiase
Tumores/Massas
CAUSAS INTRA-HEPATICAS DUCTAIS
» Obstrucao biliar
Fibrose hepatica congénita
Malformagao da placa ductal
Doenga renal policistica
Doenca de Caroli
Cisto hepatico
» Sindromes ductopénicas
Ductopenia sindrémica (Sindrome de Alagille)
Ductopenia nao sindrémica
» Endocrinopatias
Hipotireoidismo
Hipopituitarismo (displasia septo-éptica)
» Fibrose cistica
» Histiocitose de células de Langerhans
» Sindrome Hiper-IgM ]
CAUSAS INTRA-HEPATICAS HEPATOCITICAS
» Hepatite neonatal idiopatica
» Infecgbes congénitas
Virais
Citomegalovirus
Rubéola
Reovirus tipo 3
Herpes virus: simples 1 e 2, z6ster, tipo 6
Adenovirus
Enterovirus
Parvovirus B19
Virus Coxsackie
Virus ECHO
Virus da imunodeficiéncia humana
Virus das hepatites B, C e TT (TAJIRI et al., 2001)
Bacterianas
Sifilis
Listeriose
Toxoplasmose
Tuberculose
Malaria
» Infecgdes adquiridas
Sepsis bacteriana
Infeccao do trato urinario (bactérias gram negativas)
» Colestase associada a nutricao parenteral

(continua na proxima pagina)
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» Sindromes colestéaticas genéticas
Colestases intra-hepaticas familiares progressivas
Tipo 1 — Mutacao do gene FIC1 - Doenga dos Byler (alteracao do transporte de
aminofosfolipidios dentro da membrana canalicular)
Tipo 2 — deficiéncia de cBSEP - “canalicular bile salt export pump’ (alteragao do
transporte de &cidos biliares)
Tipo 3 — deficiéncia de MDRS - “multidrug resistence fator number 3’ (alteragao
do transporte de fosfatidilcolina)
Colestase hereditaria com linfedema (Sindrome de Aagenaes)
Colestase familiar dos Indios Norte-Americanos
Colestase dos esquimos da Groenlandia
Colestase familiar benigna recorrente
Sindrome de Dubin-Johnson
» Doengas metabolicas
Deficiéncia de a4-antitripsina
Transtornos do metabolismo de carboidratos
Galactosemia
Intolerancia hereditaria a frutose
Glicogenose tipo IV
Transtornos do metabolismo de lipidios
Doenca de Niemann-Pick
Doenca de Gaucher
Doenca de Wolman
Mucolipidose Il (doenga de células ) (HOCHMAN et al., 2001)
Transtornos do metabolismo de aminoacidos
Tirosinemia
Hipermetioninemia
Transtornos do ciclo da uréia
Deficiéncia de arginase
Deficiéncia de ornitina transcarbamilase
Deficiéncia de carbamoil fosfato sintetase
Transtornos da sintese de acidos biliares
Disturbios peroxissomais
Sindrome de Zellweger
Adrenoleucodistrofia
Enzimopatias mitocondriais
Doenca do armazenamento de ferro neonatal
» Relacionadas com medicamentos (ex. carbamazepina) (FREY et al., 2002)
» Outras
Choque/hipoperfusao
Histiocitose X
Obstrucao intestinal
Linfohistiocitose eritrofagocitica
Lupus eritrematoso neonatal
Cirrose infantil da India
Oxigenacao com membrana extracorpérea
Trissomias autossémicas
Doenca venoclusiva
Hemocromatose neonatal
Sindrome de prune-belly
Colestase neonatal associada a vasculopatia trombotica (DAHMS et al., 2002)
CAUSA EXTRA- HEPATICA E INTRA-HEPATICA
» Colangite esclerosante neonatal

Fonte: Modificado de SUCHY, 2001 e KARPEN, 2002 (as referéncias citadas
correspondem a causas nao incluidas nessas fontes).




Introdugdo 5

1.4. ATRESIA BILIAR

A atresia biliar (AB), conseqliente ou a um processo inflamatério
esclerosante obstrutivo dos ductos biliares — forma perinatal ou a ma-formacéao
das vias biliares — forma embrionaria ou fetal (BALISTRERI et al., 2001; SOKOL &
MACK, 2001; CAUDURO, 2003), € a causa mais importante de colestase na
infancia (BURDELSKI, 1995). Sem tratamento, a AB evolui para a morte, em
razdo de cirrose biliar, causando hipertensdo portal (cuja conseqiiéncia é a
hemorragia digestiva alta por ruptura de varizes esofagianas) e, eventualmente,
carcinoma hepatocelular (CAUDURO, 2003). Além disso, € a mais frequente
indicacao de transplante hepatico pediatrico (YOON et al., 1997; OTTE, 2002).

A AB acomete 1 em 8.000 a 12.000 nascidos vivos no ambito mundial
com predominancia do sexo feminino (BALISTRERI et al., 1996; CHAPCHAP,
2001), sendo a incidéncia em meninas de 1,4 a 1,7 vezes maior do que em
meninos. Embora ndo existam estudos especificos no Brasil, pode-se estimar,
pelo nimero de nascimentos, a ocorréncia de 300 casos novos por ano no pais
(CHAPCHAP, 2001).

Anatomicamente, a AB é classificada em trés tipos: tipo 1, a atresia
compromete o ducto biliar comum com ductos proximais evidentes; tipo 2, a
atresia compromete o ducto hepatico, mantendo-se ductos proximais evidentes e
tipo 3, a atresia compromete o ducto hepatico direito e esquerdo e ainda o porta-
hepatis (MOWAT, 1987). Os dois primeiros tipos correspondem a 12% dos casos
e o tipo 3 é encontrado em 90% dos casos (CAUDURO, 2003).

Evidéncias histolégicas de lesdao hepatica caracteristica da AB sao:
proliferacdo ductal, formagdo de trombos nos ductos biliares interlobulares e
fibrose delimitando noédulos cirréticos (BALISTRERI, 2000; HABER & RUSSO,
2003).

No tratamento da AB a portoenterostomia ou técnica de Kasai continua
sendo a conduta inicial, o transplante hepatico faz parte da segunda etapa do
tratamento quando necessario. A correcao cirargica mediante a técnica de Kasai,
com o restabelecimento do fluxo biliar, permite evitar o desenvolvimento de
cirrose biliar e insuficiéncia hepatica secundaria. A eficacia desta técnica se

encontra diretamente relacionada com a precocidade em sua pratica, sendo
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melhor a evolugdo quando realizada entre 45 e 65 dias de vida (SHAH & SPIVAK,
1994; DONAT et al., 2004).

Ap6s a cirurgia de Kasai muitos pacientes apresentam lesdo hepatica
progressiva e em aproximadamente /3 dos casos ocorre insuficiéncia hepatica,
necessitando de transplante em 12 a 14 meses de pés-operatdrio, e em outro '/3
durante a adolescéncia. Os restantes sobrevivem com algum grau de hepatopatia
(RAMM et al., 1998).

1.5. CONSEQUENCIAS DA DIMINUIGAO OU AUSENCIA DE COMPONENTES
DA BILE NO INTESTINO

1.5.1. Esteatorréia

A esteatorréia consiste no aumento do conteudo de gordura das fezes
(>bg/dia), o que as torna soltas, palidas ou amarelo-claro e de cheiro
desagradavel, de manteiga rancosa. A diminuicdo da concentracdo de &acidos
biliares prejudica a formagdo de micelas e leva a solubilizagdo inadequada de
gorduras, resultando em ma-absorcdo de lipidios e conseqlentemente
esteatorréia (KAUFMAN et al., 1987; RAMIREZ & SOKOL, 1994; REICHEN &
SIMON, 1994; KELLY, 1995; TERAN, 1999).

A média normal desejavel da concentracdo de acidos biliares no intestino
€ de 10 umol/ L (variacao de 5 a 30). Em pacientes com colestase e estatorréia a
concentracao média é de 2,5 umol/L (ROS et al., 1984; LANSPA et al., 1985).

1.5.2. Desnutricao

A desnutricdo, levando a restricdo de crescimento, afeta 60% das
criancas com doenca hepatica (BEATH et al.,, 1993; KELLY, 1997). Os
mecanismos que levam a desnutricdo na colestase crénica incluem:

» ma-absorcdo de gordura, com importante diminuicAo no aproveitamento de
energia da dieta (KAUFMAN et al., 1987; RAMIREZ & SOKOL, 1994; REICHEN &
SIMON, 1994; KELLY, 1995; TERAN, 1999);

= anorexia, com diminuicdo da ingestdo alimentar, decorrente do aumento dos
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niveis circulantes de colecistoquinina (CCK), que estimula o nucleo de saciedade
(PADILLO et al., 2001). Além disso, a CCK diminui a secrecao acida do estbmago
prejudicando o esvaziamento gastrico (SCHWIZER et al., 1997);

» saciedade precoce ou vOmitos secundarios a compressdao abdominal pelo
aumento do figado e do baco ou por ascite (RAMIREZ & SOKOL, 1994);

» aumento do gasto energético (PIERRO et al., 1989; RAMIREZ & SOKOL, 1994;
CARDOSO et al., 1997);

» diminuicdo da sintese de proteinas e catabolismo protéico acelerado
(CARDOSO et al., 1997), resultando em balanco nitrogenado negativo e perda
muscular;

» infecgdes recorrentes (RAMIREZ & SOKOL, 1994; CARDOSO et al., 1997);

» diminuicdo da sintese hepatica do fator de crescimento semelhante a insulina |
(Insulin-like Growth Factor | — IGF-l) (DESCOS et al., 1989; KATZ et al., 1991) e
resisténcia ao horménio de crescimento (Growth hormone — GH) (BUCUVALAS et
al.,, 1990). A diminuicdo do IGF-I reduz a sintese protéica e a massa muscular
(SHAPHERD, 1994). A resisténcia ao GH estimula a lip6lise com perda dos
estoques de gordura e diminui a velocidade de crescimento (BUCUVALAS et al.,
1990).

A desnutricdo em criancas com doenga hepética crénica pode contribuir
para deterioracao hepatica gradual que, em muito casos, leva a morte por faléncia
hepatica (SHEPHERD, 1994). Tem sido demonstrado que a desnutricdo é o fator
mais importante para a sobrevida, tanto no grupo de pacientes aguardando o
transplante como no grupo poés-transplante. Nos casos sem indicacdo de
transplante, prevencao ou tratamento de déficits nutricionais permitira um melhor
desenvolvimento péndero-estatural e neuropsicomotor além de menor morbidade
(SHEPHERD, 1994; CARDOSO et al., 1997).

1.5.3. Deficiéncia de acidos graxos essenciais

Na colestase, a combinagao entre ma absorcao de gordura e inadequada
ingestdo de energia pode levar a deficiéncia de acidos graxos essenciais (AGE)
(CHIN et al.,, 1992; RAMIREZ & SOKOL, 1994; SHEPHERD, 1994). Nessas

condigbes, os acidos graxos linoléico (w-6) e a-linolénico (w-3) ingeridos podem
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ser preferencialmente oxidados para gerar energia (RAMIREZ & SOKOL, 1994),
prejudicando a sintese do acido araquidénico (AA) e docosahexaendico (DHA)
respectivamente.

O AA ¢é precursor de mediadores bioquimicos (protaglandinas e
tromboxanos da série 2 e leucotrienos da série 4) que tém forte efeito sobre varios
aspectos da resposta imune, incluindo proliferagdo linfocitaria, secrecao de
linfocinas, sintese da colagenase dos macréfagos, atividade das células killer e
atividade tumoricida dos macrégagos (BELL et al.,1991). O DHA esta presente
em altas concentragdes no cortex cerebral, nas membranas retinianas e nos
segmentos externos dos fotorreceptores da retina humana, além de ser
modulador da atividade do pigmento visual rodopsina (HAMOSH & SALEM, 1998;
UAUY et al., 2001). A deficiéncia destes pode causar retardo de crescimento,
trombocitopenia, diminuicdo da funcdo imune, dermatites, queda de cabelo
(PETTEI et al., 1991; RAMIREZ & SOKOL, 1994; KELLY, 1995; JEPPESEN et al.,
1997) e déficits na acuidade visual (DECSI & KOLETZKO, 1994; YAMASHIRO et
al., 1994; CARNIELLI et al., 1996).

1.5.4. Deficiéncia de vitaminas lipossoluveis
» Vitamina A

A solubilizagdo intraluminal de vitamina A e de outros carotendides esta
comprometida pela falta de bile, resultando em ma absorcdo destes nutrientes
(RAMIREZ & SOKOL, 1994; SOKOL, 1994). Além disso, nas lesdes do
parénquima hepatico a sintese e a liberacdo de proteinas ligadoras de retinol
podem estar comprometidas. Em conseqliéncia ha prejuizo na liberagdo de
vitamina A das reservas hepaticas e, portanto, suprimento inadequado das
necessidades teciduais. Deficiéncia desta vitamina tem sido observada em 35 a
69% das criancas com doenca hepatica colestatica (RAMIREZ & SOKOL, 1994).

Em geral, sintomas e sinais de deficiéncia de vitamina A ocorrem quando
as concentracdes séricas estdao entre 10 e 20ug/dL (KAUFMAN et al., 1987;
SOKOL, 1994) ou quando a concentracao hepatica de retindides é menor que 5 a
10 ng/g de tecido (RAMIREZ & SOKOL, 1994; SOKOL, 1994).
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Sua deficiéncia pode causar cegueira noturna, manchas de Bitot,
retinopatia pigmentar, xeroftalmia, ceratomalacia, diminuicdo da competéncia
imunoldgica, diminuicdo da pressao intracraniana, diminuicdo da velocidade de
crescimento (RAMIREZ & SOKOL, 1994; SOKOL, 1994).

= Vitamina D

Criancas com doenca hepatica colestatica apresentam deficiéncia de
vitamina D por ma-absorcdo da vitamina ingerida (D> ou ergocalciferol), pois
depende do fluxo biliar adequado para solubilizacédo e formacédo de micelas, e
pela exposicdo reduzida da pele ao sol (deficiéncia de vitamina Ds; ou
colecalciferol), devido ao seu estado debilitado (RAMIREZ & SOKOL, 1994). A
ativacado da vitamina D, ou D3 pode estar prejudicada na colestase, uma vez que
a ictericia pode interferir na sua metabolizacao pelos raios ultravioleta na pele e a
lesdo hepatica pode prejudicar sua 25-hidroxilacdo. Além disso, a liberacdo da
proteina transportadora de vitamina D é reduzida, ocasionando baixas
concentracdes séricas (SOKOL,1994).

A vitamina D participa na homeostase do calcio e fosforo, permitindo a
absorcdo do calcio ao nivel do intestino e a deposicao do calcio e fésforo nos
0ss0s. As duas alteragdes que ocorrem na sua deficiéncia sao: 1) mineralizacédo
defeituosa do ostedide (raquitismo ou osteomalacia) e 2) formacao reduzida de
matriz adequadamente mineralizada (osteoporose) (KAUFMAN et al., 1987;
DORNAUS & WALCZAK, 1991). Em pacientes colestaticos, a osteoporose € a
lesdo predominante e, geralmente, ndo responde a suplementacao de vitamina D
(SOKOL, 1994).

= Vitamina E

A vitamina E compreende o grupo dos tocoferéis, compostos que atuam
como agentes antioxidantes, protegendo componentes celulares da degradacéao
peroxidativa (KAUFMAN et al., 1987).

As manifestagdes clinicas da deficiéncia de vitamina E constituem-se por
uma sindrome neurolégica (SOKOL et al., 1983), caracterizada por degeneracao

neuromuscular progressiva que pode se manifestar por hiporeflexia, ataxia,
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neuropatia periférica, oftalmoplegia e disfungcédo retinal (RAMIREZ & SOKOL,
1994; SOKOL, 1994; KELLY, 1995), podendo levar a lesdes neuroldgicas
irreversiveis.

A caréncia desta vitamina, na colestase, diminui a capacidade de
eliminacdo de radicais livres 0 que leva a reacao em cadeia da peroxidagéao
lipidica (DAVIT-SPRAUL et al., 2001).

= Vitamina K

A ma absorcdo de vitamina K resulta na diminuicdo da concentracao
sérica dos fatores de coagulacao Il, VII, IX E X e, conseqlentemente, aumento no
tempo de protrombina (SOKOL, 1994).

A coagulopatia manifesta-se inicialmente por hematoma e epistaxes, mas
pode contribuir para o aparecimento de hemorragias mais graves (RAMIREZ &
SOKOL, 1994; SOKOL, 1994; KELLY, 1995).

1.5.5. Acolia ou hipocoia fecal

O organismo humano excreta nas fezes quase que a totalidade dos
pigmentos biliares (acima de 260 mg/d) produzidos no intestino por acdo das
bactérias intestinais sobre a bilirrubina. Uma pequena fragdo (0 a 4mg/d) é
excretada na urina na forma de uribilinogéneo (STOLL, 1982). A auséncia ou
diminuigdo desses pigmentos no intestino faz com que as fezes dos pacientes
com colestase se apresentem descoradas inteiramente (acolia) ou tenham cor

amarela-clara (hipocolia fecal).

1.5.6. Translocacao de bactérias e endotoxinas

Auséncia dos sais biliares na luz intestinal resulta em atrofia da mucosa
intestinal (ASSIMAKOPOULOS et al.,, 2005) e esta associada ao aumento de
microorganismos gram-negativos aerdbicos e endotoxemia sistémica (CAHILL, et
al., 1987; REYNOLDS et al., 1995; CLEMENTS et al., 1996).

A translocacao bacteriana consiste na passagem de bactérias do intestino
para os linfonodos mesentéricos, 6rgaos distantes (BERG & GARLINGTON 1979)
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ou para a cavidade peritoneal. Neste caso, ocorre a peritonite ou a metastatizacéo
para outros 6rgaos, promovendo sepse de origem intestinal (DEITCH et al., 1990).
A faléncia do sistema imunolégico contribui para a translocacdo bacteriana,
suprimindo a ativacdo dos macréfagos (REYNOLDS et al., 1995; CLEMENTS et
al., 1996; REYNOLDS et al., 1996).

As endotoxinas absorvidas e nao eliminadas pelo figado contribuem para
as alteracbes hemodindmicas e renais que podem acompanhar a colestase
(SAKISAKA, et al., 1997; SEWNATH et al., 2000).

1.6. CONSEQUENCIAS HEPATICAS DA RETENCAO DE CONSTITUINTES DA
BILE

A morte celular dos hepatdcitos na colestase, tanto por necrose quanto
por apoptose parece ter como mecanismo principal a retencao de acidos biliares
(GUICCIARDI & GORES, 2002).

1.6.1. Apoptose

A apoptose é um processo patoldgico que contribui para a renovagao
celular (BURSCH et al., 1990). A apoptose é raramente reconhecida em seccdes
histolégicas em razao do pequeno tamanho das células apoptéticas e pela
rapidez com que estas sao fagocitadas e digeridas pelas células de Kuipffer ou
pelos hepatdcitos normais (BHATHAL & GALL, 1985; GUICCIARDI & GORES,
2002).

Na colestase, a apoptose dos hepatdcitos é desencadeada por acao dos
acidos bilares sobre receptores de morte celular na superficie do hepatécito.
Hepatocitos em processo de apoptose aparecem como corpusculos semelhantes
aos corpusculos de Councilman — as células se apresentam com volume
diminuido, citoplasma denso e eosinofilico e o0s ndcleos, picnoticos ou
fragmentados (BHATHAL & GALL, 1985).

Durante a colestase os acidos biliares em concentracdes acima das
fisioldgicas acumulam-se dentro do hepatdcito, distribuindo-se nas membranas

celulares e alterando a sua permeabilidade. Penetrando nas mitocondrias, onde
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promovem a geracao de radicais de oxigénio livres e a consequente peroxidacao
lipidica (PATEL & GORES, 1997).

1.6.2. Necrose

A necrose se acompanha de degeneracdo hidrépica secundéaria a
alteracdo na funcdo da membrana citoplasmatica, em especial da ATPase
dependente de Na* e K*. Esta alteracdo leva a acimulo de sédio e agua dentro

da célula, e por sua vez pode estar relacionada com:

1) Propriedades detergentes — Embora os acidos biliares se acumulem no figado

durante a colestase é improvavel que os niveis observados nesses casos sejam
suficientes para que sua atividade detergente lese as membranas celulares. Além
disso, sua toxicidade pode ser observada mesmo abaixo da concentragcao micelar
critica (REICHEN, 1993);

2) Mudancas na homeostase do célcio intracelular (SPIVEY et al., 1993) —

Provavelmente, por sua acdo detergente, os acidos biliares aumentam a
permeabilidade das membranas das organelas, especialmente do reticulo
endoplasmico, liberando para o citosol os ions célcio. Estes ativam proteases
dependentes do célcio e a quinase da proteina C que atuam como mensageiros
secundarios para a morte celular (SCHOLMERICH & STRAUB, 1992);

3) Aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (reative oxigen species

- ROS) - Este aumento e o conseqgiiente estresse oxidante na colestase € um dos
fatores que pode levar a lesédo celular (SOKOL et al., 1993; SOKOL et al., 2001).
Observacgdes clinicas (LEMONNIER et al.,, 1987; LUBRANO et al.,, 1989) e
experimentais (SOKOL et al., 1991) indicam que os radicais livres podem resultar
da peroxidacdo lipidica. O conteudo de gordura da dieta parece influenciar a
composigao lipidica das fragbes subcelulares da membrana do hepatocito
(KOOLS et al., 1989). Havendo aumento dos acidos graxos poliinsaturados, os
substratos para a peroxidacao lipidica estardo aumentados, consequiientemente,
existira uma propensao aumentada para a peroxidacao lipidica, elevacado da
fosfatase alcalina sérica e aumento da concentracao de bilirrubina (SOKOL et al.,
1991);
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4) Deficiéncia na cadeia de transporte mitocondrial - Observou-se que os acidos

biliares interferem no transporte de elétrons e na fosforilagdo oxidativa das
mitocéndrias (LEE & WHITEHOUSE , 1965). Estes aumentam a producao de
ROS, que pode agravar a lesdo mitocondrial, pois lesam proteinas e membranas
lipidicas dessas organelas, perturbando sua funcdo e, em especial, interferem
com a cadeia de transporte de elétrons com enzimas da matriz mitocondrial e com
B oxidacdo (KRAHENBUHL et al., 1994; SOKOL et al., 1995). Os &cidos biliares
também liberam ROS agindo sobre os neutrofilos e os macréfagos, que séo
freqientemente encontrados no infilirado inflamatério do trato portal em figados
colestaticos de humanos e de ratos com ligadura do colédoco (SCHEUER, 1980).
A producao de radicais livres por macréfagos isolados de figado de ratos com
colestase acompanha o aumento da producdo de prostaglandinas Eo,

caracterizando uma resposta inflamatéria (ADACHI et al., 1992).

1.6.3. Fibrose

Apés a lesdo hepéatica de qualquer etiologia, ocorre a ativacao das células
estreladas (FRIEDMAN, 2000), que sao normalmente pouco mitéticas
(“quiescentes”) e responsaveis pela captacdo, estoque e liberacdo de retindides
(CHEN & ZHANG, 2003).

A degeneracgao hidropica, mas nao a apoptose, atrai células inflamatérias
que liberam (SCHUPPAN et al., 2001):
= metaloproteinases que destroem a matriz fibrosa extracelular normal;
= fatores de crescimento e citoquinas.

Os produtos da ruptura das fibras da matriz extracelular normal estimulam
a ativacdo das células de Ilto ou células estreladas peri-sinusoidais. Estas
assumem o fenotipo de miofibroblastos. Elas sdo estimuladas pelos fatores de
crescimento e citoquinas liberadas pelas células inflamatérias, em particular o
fator de crescimento dependente de plaquetas (PDGF- B) (CHEN & ZHANG,
2003) e o fator de crescimento transformante beta (TGF-B) (DAVIS et al., 1991;
FRIEDMAN, 2000). Os miofibroblastos ou células de lto ativadas ou estimuladas
depositam as fibrilas da matri extracelular anormal (BLOMHOFF & WAKE, 1991;
CHEN & ZHANG, 2003).
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A ativacado das células de Ito é concomitante a perda de seus lipossomos
que contem depositos de vitamina A. A deficiéncia desta vitamina facilita essa
ativacao e, portanto a deposicao de fibrose (BLOMHOFF & WAKE, 1991; CHEN &
ZHANG, 2003). O suprimento adequado de vitamina A dificulta esse processo.

1.6.4. Proliferacao ductal

A proliferacdo ductal acompanha-se de fibrose, especialmente no modelo
de obstrucao ductal crénica no rato. Os colangiécitos proliferados devem alterar a
matriz fibrosa extracelular e liberar fatores soluveis que ativam as células de lIto.
Eles também liberam o TGF- e o PDGF- B, cujos receptores nas células de Ito
ativada estdo em maior quantidade (PINZANI & MILANI, 1998). GAUDIO et al.
(2005) demonstraram, na colestase experimental, que o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) modula a atividade proliferativa dos colangiécitos.

A proliferacao ductal pode ser desencadeada por acédo dos radicais livres
e dos aldeidos derivados da peroxidacao lipidica que ativam a proteina ativadora
1; esta estimula a transcricao dos genes do fator TGF-B, do colageno tipo 1, e as
metaloproteinases da matriz colagena normal (MEYER et al., 1993). O peréxido
de hidrogénio, na presenca de Ca2" inativa o fator inativador do fator nuclear
Kappa B (NF-kappaB) (BYUN et al., 2002); este estimula a transcricdo do fator de

necrose tumoral o (TNF-a). Este estimula a proliferacdo ductal (LIU, 2005).

1.7. CONSEQUENCIAS SISTEMICAS DA RETENCAO DE CONSTITUINTES DA
BILE

1.7.1. Ictericia

A ictericia pode resultar de: 1) superproducao de bilirrubina; 2) prejuizo na
captacdo pelo hepatécito e no transporte da bilirrubina no reticulo
endoplasmatico; 3) distdrbio na conjugacao da bilirrubina; 4) obstru¢cao mecanica
ou funcional do fluxo da bile (HIGA et al., 2000).

A ictericia (coloracdo amarelada da conjuntiva ocular, das membranas

mucosas e da pele) aparece quando a concentragdo plasmatica de bilirrubina
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excede 5mg/dL no recém-nascido e 3mg/dL na crianca maior (BERG et al., 1999).
Elevagéo dos niveis séricos de bilirrubina conjugada persistente além dos 14 dias
de vida pode indicar colestase neonatal (BALISTRERI, 2000).

1.7.2. Coluria

A retencdo de bilirrubina conjugada (BC) leva ao aumento da sua
excrecao urinaria. A excrecao de BC é dependente de sua fracao no plasma que
nao é ligada a proteina e, portanto disponivel para filtracdo glomerular. Em
condi¢cdes normais sua fracdo corresponde a menos de 1% da bilirrubina total no
plasma. Devido a sua grande solubilidade na agua, o pigmento é filtrado pelo
glomérulo renal. Quando a quantidade de BC no filtrado glomerular é superior a
capacidade de reabsorcao pelo tubulo contornado proximal, ocorre a bilirrubinuria
que é caracteristica da ictericia (BERG et al., 1999).

A bilirrubina, por acdo das bactérias intestinais se transforma em
urobilinogénio e em urobilina. A passagem de urobilinogénio da circulacao entero-
hepatica para a circulacao sistémica pode ocorrer na vigéncia de excessiva
excrecado de BC, da alteracdo da motilidade intestinal e nas doencas
hepatocelulares nas quais a excrecdo de urobilinogénio pode diminuir. Desta
forma, o aumento da BC e da urobilina que sao excretadas na urina e no suor
explicam a presenga de coluria (cor amarelo escura da urina) observada nos
casos de colestase (BERG et al., 1999).

1.7.3. Prurido

O prurido é um dos sintomas mais desagradaveis da colestase, afetando
a qualidade de vida dos pacientes. Os sintomas podem variar de: 1) intensidade
leve — néo interfere nas atividades normais do paciente; 2) intensidade moderada
— disturbios do sono, com exacerbacao dos sintomas a noite e em temperaturas
mais quentes e 3) intensidade grave — pode levar ao suicidio, sendo indicacao de
transplante hepatico (MADDREY & THIEL, 1988).

Ha longo tempo, o prurido tem sido atribuido a retencdo de &cidos biliares
no sangue e na pele (SCHMID, 1973; HERNDON, 1972). Evidéncias mais

recentes sugerem que um componente significante do prurido seja de origem
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neurogénica central, possivelmente envolvendo o sistema receptor de opidides
estimulados por agonistas opidides, o que causa a sensacao de prurido
(BERGASA & JONES,1993; BERGASA & JONES, 1995). A verdadeira fonte do
opidides pruridogénicos ndo é conhecida. E possivel que uma pré-encefalina seja
produzida por ductulos proliferados em ratos com ligadura de colédoco
(BERGASA et al., 1995). Portanto, os acidos biliares, retidos no figado, talvez

possa estimular direta ou indiretamente a sintese de opidides agonistas.

1.7.4. Hipercolesterolemia e Xantomas

Elevacdo do colesterol sérico (>500mg/dL) pode causar lesdes
decorrentes do depdésito de lipidios na derme e tecido subcutaneo, denominadas
xantomas (BALISTRERI, 2000). Xantelasmas sao xantomas planos ou
ligeiramente salientes vistos principalmente ao redor dos olhos, nas palmas das
maos, No0 pescogo, no peito e nas costas. Xantomas tuberosos aparecem, em
fases mais adiantadas da colestase, nas areas extensoras especialmente no
pulso, nos cotovelos, nos tornozelos, nos joelhos e nas nadegas. Ocasionalmente
eles podem envolver 0ssos ou nervos periféricos (SOKOL, 1990).

O risco de aterosclerose foi encontrado em criangas com colestases
familiares intra-hepaticas progressivas (NAGASAKA et al., 2005), mas néo é
conhecido em outras doencas hepaticas colestaticas cronicas. A
hipercolesterolemia grave em casos de Sindrome de Alagille foi associada a
lipidose renal, o que pode causar insuficiéncia renal (CHUNG-PARK et al., 1982).

1.7.5. Hipertrigliceridemia

Aumento dos niveis plasmaticos de triacilgliceréis na doenca hepatica é
geralmente encontrado em LDL de densidade variada. O aparecimento no plasma
de LDL remanescente rico em triacilglicerél estd associado a diminuicdo da
atividade da H-TGL (lipase triglicéride hepatico) (SABESIN et al., 1980).
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1.8. MODELOS EXPERIMENTAIS DE COLESTASE

Varios modelos experimentais que simulam colestase humana tém sido
muito Uteis na elucidacao das diferentes etapas da patogénese da colestase
(REICHEN & SIMON, 1994).

Varias técnicas para o desenvolvimento de colestase tem sido descritas,

sobretudo em ratos, baseada em:

1) obstrucdo aguda e completa do ducto biliar comum (CAMERON & OAKLEY,
1932);

2) colestase induzidas por endotoxinas (ARRESE et al., 2001);

3) colestase induzida por estinilestradiol (ARRESE et al., 2001);

4) Colestase por Clorpromazina (AKERBOOM et al., 1991);

5) Colestase por Imunodeficiéncia (COHEN & SIEGEL, 1993);

6) Colestase em Camundongos timectomizados (KOBASHI et al., 1994).

A ligadura e ressecc¢ao do ducto biliar comum em rato é o método mais
utilizado para o estudo experimental da colestase obstrutiva. Nesse modelo
experimental, ocorre proliferacdo dos ductos biliares em intensidade muito maior
do que aquela vista em humanos, fibrose, especialmente em torno dos ductos
biliares proliferados, infiltrado inflamatério discreto e formacao de cirrose septal
parcial, disfuncdo mitocondrial, interrupcdo das estruturas da juncédo firme e
redistribuicdo das proteinas das membranas (BARR & HUBBARD, 1993). Esse
modelo também pode ser usado como modelo de alteragcbes do metabolismo de

lipidios que ocorre na atresia biliar (De VRIESE et al., 2001).

1.9. TRATAMENTO DIETOTERAPICO NA COLESTASE

Ha longo tempo propde-se a substituicdo da gordura com &cidos graxos
de cadeia longa (AGCL) por gordura com acidos graxos de cadeia média (AGCM)
no tratamento dietético da colestase.
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1.9.1. Aspectos nutricionais e metabdlicos dos TCM

Os triacilglicer6is de cadeia média (TCM), ao contrario dos triacilglicerdis
de cadeia longa (TCL), sdao mais rapidamente absorvidos no intestino e entram
diretamente na circulacao portal, sem necessidade de &cidos biliares (HOLT,
1966; LINSCHEER et al., 1966; SENIOR, 1969; OCKNER et al., 1972; WILLIAMS
& DICKSON, 1972; BACH & BABAYAN, 1982). Na completa auséncia de sais
biliares na luz intestinal apenas 60 a 70% dos acidos graxos de cadeia longa
(AGCL) podem ser absorvidos (VLAHCEVIC et al., 1992); enquanto a absorcao
dos TCM é em torno de 98% (PROTHEROE, 1998).

Assim, a substituicdo de TCL por TCM reduz significativamente a
esteatorréia e melhora o crescimento de criancas com atresia biliar e cirrose
secundaria (COHEN & GARTNER, 1971; PROTHEROE, 1998).

Em adicdo, os TCM ndo necessitam de carnitina para entrarem na
mitocéndria, onde sdo oxidados em corpos cetdnicos (figado) e em ATP (tecidos)
(JOHNSON et al., 1990; BACH & BABAYAN, 1982). A biossintese de carnitina é
52% diminuida na cirrose biliar secundaria (KRAHENBUHL et al., 2000). Nesse
caso, os TCM podem ser melhor utilizados como fonte de energia.

O valor energético fornecido pelos TCM é 8,3 kcal/g (quilocaloria por
grama) (SENIOR, 1969; ALPERS et al., 1983), sendo utilizado na pratica o valor
de 7 kcal/g considerando uma w-oxidacao em torno de 20% que, dessa forma,
inutiliza parte dos mesmos (ALPERS et al., 1983).

1.9.2. Fontes, preparacao e propriedades dos TCM

Os acidos graxos de cadeia média (AGCM) sao encontrados em varios
6leos e gorduras, tais como coco, palmiste e babacu (BABAYAN, 1968). A
gordura de coco € obtida da améndoa parcialmente seca (copra) do fruto do
coqueiro (Cocos nucifera Linnaeus). A gordura de palmiste é obtida da améndoa
do fruto da palmeira de dendém (Elaeis guineensis Jacq). O 6leo de babacu é
obtido da améndoa do fruto de diversas espécies de palmeira do género Orbignya
(MADRP, 2005).
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Quadro 2 - Composicao de acidos graxos (g/100g) das gorduras fontes de TCM.

Acido graxo Nomenclatura CcOoCcoO PALMISTE BABACU
C6:0 CAPROICO ND - 0,7 ND - 0,8 ND
C8:0 CAPRILICO 46-10,0 2,4-6,2 26-7,3
C 10:0 CAPRICO 5,0 — 8,0 2,6 -5,0 1,2-76
C 12:0 LAURICO 451-53,2 | 450-550 | 40,0-55,0
C 14:0 MIRISTICO 16,8—-21,0 | 140-18,0 | 11,0-27,0
C 16:0 PALMITICO 7,5-10,2 6,5—10,0 52-11,0
C 18:0 ESTEARICO 2,0-4,0 1,0-3,0 1,8-7,4
C 18:1 OLEICO 5,0 — 10,0 12,0-19,0 9,0 - 20,0
C 18:2 LINOLEICO 1,0-2,5 1,0-35 1,4-6,6
C 18:3 a-LINOLENICO ND - 0,2 ND - 0,2 ND
C 20:0 ARAQUIDICO ND - 0,2 ND - 0,2 ND
C 20:1 EICOSAENOICO| ND-0,2 ND - 0,2 ND
C 22:0 BEENICO ND ND ND

ND — nao detectavel
Fonte: MADRP, 2005.

As misturas desses 6Oleos sdao usadas como ponto de partida para a
manufatura dos TCM purificados para fim comercial. Eles sdo produzidos por
obtidos

predominantemente acidos graxos saturados com oito carbonos (C8:0 — caprilico)

hidrélise  seguida de fracionamento e destilacdo, sendo
e com dez carbonos (C10:0 — céprico) e tracos C6:0 (caproico) e C12:0 (laurico),
posteriormente sdo reesterificados com o glicerol formando TCM (BABAYAN,

1968; SENIOR, 1969; BACH & BABAYAN, 1982).

Os TCM tém menor peso molecular e sdo mais solUveis em agua do que
os TCL, o que facilita a acao da lipase pancreatica (BACH & BABAYAN, 1982).

1.9.3. Estudos experimentais com diferentes dietas

DEEMS & FRIEDMAN (1988), observaram que animais com ligadura do
ducto biliar comum, alimentados com uma dieta contendo 6leo de coco como

fonte de gordura, tiveram ganho de peso significativamente maior do que animais
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alimentados com uma dieta composta de gordura contendo acidos graxos de
cadeia longa. Além disso, a mortalidade foi 44% nos animais alimentados com
gordura de cadeia longa e 0% naqueles alimentados com gordura de cadeia
média.

CARAMORI (2000), em trabalho realizado neste laboratério, mostrou que
a gordura de coco (que contém 52,4% de TCL e 47,6% de TCM) é melhor
absorvida por ratos jovens com obstrugdo biliar do que o TCM purificado
preparado comercialmente. Além disso, houve melhora nos parametros da curva
de crescimento dos animais, sem diferenca na intensidade da lesao hepatica.

Entretanto, DEEMS et al. (1993), tinham mostrado que animais
colestaticos alimentados com dieta rica em gordura (30% das calorias fornecidas
por 6leo de acafroa) apresentaram, 28 dias apo6s a ligadura do ducto biliar
comum, maiores niveis de atividade da fosfatase alcalina, mais fibrose e
proliferacao ductal no figado do que animais que receberam uma dieta pobre em
gordura (3% das calorias totais). Da mesma forma, MURIEL (1995), observou que
animais que receberam racdo comercial enriquecida com gordura de porco (33%
do total de calorias) apresentaram maior dano hepéatico comparados aos animais
que receberam a mesma racdo com baixo teor de gordura (4,5% das calorias
fornecidas).

Comparamos em nosso trabalho anterior (SANTOS, 2002) dieta contendo
gordura de coco de babacu em alta concentracdo com dieta contendo éleo de
milho baixa concentragdo. Nesse trabalho, pudemos demonstrar que a dieta com
baixo teor de 6leo de milho atenua os efeitos da colestase sobre o retardo de
crescimento e a retencdo de agua, proporciona melhor aproveitamento das
calorias e da proteina da dieta, mesmo comparada a gordura de coco de babacu.

Tendo em vista o exposto, propomos testar se 0 emprego da gordura de
coco de babacu difere ou ndo quanto aos efeitos sobre 0 metabolismo lipidico e
sobre as lesbes hepaticas da cirrose biliar secundaria quando comparados com
dieta contendo 6leo de milho em baixas concentragoes.




Objetivos
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2. OBJETIVOS

Testar num modelo experimental de cirrose biliar secundaria em ratos jovens as

seguintes hipoteses:

1. Uma dieta com 6leo de milho em baixa concentracdo tem efeito diferente
de uma dieta com gordura de coco de babacu sobre os seguintes
aspectos:
= metabolismo lipidico;

» fungéo hepdtica;

* lesdo hepatica.

2. Ha correlacéo entre as lesdes hepaticas, tomadas duas a duas, em uma
dieta com 6leo de milho em baixa concentragdo e em uma dieta com

gordura de coco de babacu.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

12 Hipétese: Uma dieta com 6leo de milho em baixa concentracao tem efeito
diferente de uma dieta com gordura de coco de babacu sobre o
metabolismo lipidico, a funcao e a lesao hepatica na cirrose biliar

secundaria.

VARIAVEIS INDEPENDENTES

» Presenca ou ndo de colestase (operagdo simulada ou ligadura com
resseccao do ducto biliar comum)
» Tipo de ragao (contendo triacilglicer6is com acidos graxos de cadeia longa

em baixa concentracdo ou gordura de coco de babacu)

VARIAVEIS DEPENDENTES

Metabolismo lipidico

= Concentracdes séricas de: colesterol total (CT) e fragcdes — lipoproteina de
alta densidade (HDL-c), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c),
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-c); triacilglicerdis (TG) e

vitamina A

Funcéao hepatica

= Tempo de sono induzido pelo pentobarbital

= Concentracao sérica de albumina

Lesao hepatica

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

= Concentracao sérica de globulinas

» Peso fresco, conteldo de agua e de gordura do figado e do baco

= Alteracbées histoldgicas (fiborose portal, proliferacdo ductal, fibrose

pericelular, esteatose, degeneracao hidropica, necrose e mitoses)
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22 Hipotese: Ha correlacao entre as lesdes hepaticas, tomadas duas a duas,
na cirrose biliar secundaria com dieta contendo 6leo de milho em baixa

concentracao e com dieta com gordura de coco de babacu.

VARIAVEIS

» Alteragcbes histologicas (fibrose portal, proliferagdo ductal, fibrose
pericelular, esteatose, degeneracao hidropica, necrose e mitoses)

3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram estudados 40 ratos* machos da raca Wistar, nascidos no
Laboratério Experimental de Pediatria de fémeas nuliparas, pesando 180 a 220g
no inicio da gestagao, fornecidas pelo Biotério Central do Campus de Botucatu —
Unesp. No 21° dia p6s-natal (P21), cada animal foi destinado, aleatoriamente, a
um dos QUATRO grupos experimentais:

Grupo LSG - Ligadura e resseccao do ducto biliar comum e ragcado contendo
triacilglicerdis de cadeia longa como fonte lipidica, em baixa concentragao calérica
(dieta SG);

Grupo LGC - Ligadura e resseccao do ducto biliar comum e racdo contendo

gordura de coco de babagu como fonte lipidica (dieta GC);
Grupo SSG - Operacao simulada e dieta SG;
Grupo SGC — Operacéao simulada e dieta GC.

3.3. FORMULACAO DAS RACOES UTILIZADAS NO EXPERIMENTO

Para elaboracéo das racoes, foram adotadas as seguintes premissas:

» Compor as duas dietas de forma que sejam isocal6ricas (com o mesmo
conteudo calérico total por 100g de racado), levando em consideracao a
quantidade de TCL n&o aproveitada na colestase (40%);

* Por motivos técnicos os dados de um animal foram perdidos e, portanto, um grupo
experimental foi concluido com 9 animais.
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» Oferecer aos grupos LSG e SSG ragao contendo 6leo de milho em proporgcao
que forneca 4,5% do total de calorias;

» Oferecer aos grupos LGC e SGC racao contendo gordura de coco de babacu
em proporcao que forneca 32,7% do total de calorias.

GORDURA DE COCO DE BABACU

= A gordura de coco de babacu foi adquirida na forma refinada e sua composicao
esta relacionada no Quadro 3.

Quadro 3: COMPOSICAO DA GORDURA DE COCO BRASIL (Refino de Oleos
Brasil (ROB) — Compania Leco de Produtos Alimenticios®).

TRIACILGLICEROL ESTRUTURA QUANQT/%‘SSE 2

AC. CAPRILICO C8:0 2,4

AC. CAPRICO C 10:0 2,8 4T7C,36'\f/°
AC. LAURICO C12:0 42,4

AcC. MIRiSTICO C 14:0 16,5

AC. PALMITICO C 16:0 9,9

AC. ESTEARICO C 18:0 2,9

AcC. OLEICO C 18:1 19,0

AC. LINOLEICO * C18:2 3,6 52%/0
AC. a-LINOLENICO * C18:3 0,1

Ac. ARAQUIDICO C 20:0 0,2

AC. EICOSAENOICO C 20:1 0,1

AcC. BEENICO C 22:0 0,1

* AGE — Acidos graxos essenciais
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OLEO DE MILHO

= Oleo de milho é composto por TCL e, segundo o Departamento de Agricultura
dos EUA (USA — DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 1986), contém &cido
linoléico (acido graxo essencial) na concentracdo aproximada de 34g por 100g de

6leo (Quadro 4) e seu valor calérico € 8,84 kcal/g.

Quadro 4: CONTEUDO DE TRIACILGLICEROIS DE CADEIA MEDIA (TCM),
TRIACILGLICEROIS DE CADEIA LONGA (TCL) E ACIDOS GRAXOS
ESSENCIAIS (AGE) EM GRAMAS POR 100G DE GORDURA.

Elemento Oleo de Milho Gordura de coco de babacu
TCM 0 47,6
TCL 100 52,4
AGE 34 3,7

3.3.1. Composicao das racoes

= As formulagbes das ragdes sdo apresentadas nos Quadros 5,6 e 7.

Quadro 5: COMPOSICAO DAS RACOES UTILIZADAS NO TRABALHO (valores
em grama por 100 gramas de racao).

Dieta SG Dieta GC

Proteina (caseina) 12 12
Sacarose (agucar) 10 10
Amido de milho 67 43
Oleo de milho 1,9 0,75
Gordura de coco de babacu - 16,25
Fibra (celulose) 4 12,9
Mistura salina (a) 4 4
Mistura vitaminica (b) 1 1
Benzoato de sédio 0,1 0,1
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Quadro 6: DISTRIBUICAO DE CALORIAS FORNECIDAS EM 100g DE CADA
RACAO (Kcal).

Unidade Dieta SG Dieta GC

Calorias provenientes de proteina 48 (12,9%) 48 (12,1%)
Calorias provenientes de carboidrato 308 (82,6%) 212 (53,5%)
Calorias provenientes de lipidios 16,8 (4,5%) 136,1 (34,4%)
Calorias provenientes da gordura de coco — 129,5 (32,7%)
Calorias provenientes de TCM — 54 1
Calorias totais da racao 372,8 396,1
Calorias aproveitaveis 366,1 363,3

Quadro 7: QUANTIDADE DE AGE (g) FORNECIDA EM CADA DIETA.

Dieta SG Dieta GC

AGE Totais | 0,65 | 0,85
AGE Aproveitaveis 0,4 0,5

(a no Quadro 5): MISTURA SALINA

SAL % NA COMPOSICAO
FOSFATO TRICALCIO 43,300
CARBONATO DE CALCIO 16,600
FOSFATO DE SODIO DIBASICO 11,600
CLORETO DE POTASSIO 11,300
CLORETO DE SODIO 6,600
SULFATO DE MAGNESIO 5,000
SULFATO DE MANGANES 0,417
CITRATO FERRICO 0,333
CARBONATO DE ZINCO 0,217
SULFATO DE COBRE 0,017
IODETO DE POTASSIO 0,017

(FOX & BRIGGS, 1960; LAJOLO et al., 1969)
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VITAMINA Quantidade em 10009
COLINA 200g
ACIDO ASCORBICO 100g
ACIDO PARA AMINO BENZOICO - PABA 10g
NIACINA 59
VITAMINA E 59
VITAMINA K 29
PANTOTENATO DE CALCIO 29
TIAMINA 0,59
RIBOFLAVINA 0,59
VITAMINA B6 0,59
ACIDO FOLICO 0,29
RETINOL 0,159
BIOTINA 0,03g
VITAMINA B12 3mg
ERGOCALCIFEROL 1,25mg
SACAROSE gSP .eevvvveeeiieeeieeeee e 1000g

(LAJOLO et al., 1969)

» As dietas foram calculadas a partir das recomendacgdes para 0 uso em animais

de experimentacdo quanto a concentracdo de proteina (12g/100g de ragéao) e de

acido linoléico (= 0,3g/100g de racao) (CCAC, 1984).

= A proporgao de gordura em cada dieta foi calculada de forma que as calorias

disponiveis apds a absorcao fossem semelhantes (Quadro 6) — considerou-se que
60% dos TCL (VLAHCEVIC et al., 1992) e que 100% dos TCM (PROTHEROE,
1998) sejam absorvidos na auséncia de acidos biliares.




Materiais e Métodos 28

» A quantidade de éleo de milho proposta para a dieta SG (4,5%) fornece 0,65¢
de AGE/100g de racdo que corresponde a 0,4g de AGE aproveitaveis
(considerando que 40% de TCL nao é aproveitado na colestase), portanto, esta

dentro das recomendagdes para &cido linoléico (Quadro 7).

» A quantidade de gordura de coco de babacu contida na dieta GC fornece 0,69
de AGE/100g de ragao o que corresponde 0,36g de AGE aproveitaveis. Para que
essa dieta ndo tivesse menor quantidade de AGE do que a dieta SG, calculamos
a quantidade de 6leo de milho a ser suplementado em 0,759/100g de racgéo
(Quadro 5). Dessa forma, levando em conta a porcentagem perdida pela
colestase, a quantidade de AGE aproveitaveis contida na dieta GC é 0,59/100¢g
(Quadro 7).

» Como a quantidade de lipidios da dieta SG é reduzida, a quantidade de calorias

foi suplementada por amido (Quadro 5).

m Conservante
100 -

90 | Vitaminas/Minerais

501 Fib
o 70] m Fibra
g 60
; Carboidratos
T 50
(2]
S 40 m Gordura de coco
> 30 de babacu

20 Oleo de milho

10

0 H Proteina

Dieta SG Dieta GC

Grafico 1 — Composicao das racdes utilizadas no experimento (ver Quadro 5).
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3.4. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.4.1. Ligadura e resseccao do ducto biliar comum

A ligadura e resseccao 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 modificacGes. A técnica adaptada esta
apresentada no Quadro 8 e Figura 1.

Quadro 8 — Descricao da técnica cirargica adaptada.

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

la. Peso do animal utilizando-se a balancga digital Mettler Toledo (modelo PB 3002,
peso maximo = 3,100 g, peso minimo = 0,5 g, sensibilidade de 0,1 g).

Ib. Anestesia intraperitonial com pentobarbital na dose de 30mg/kg (concentracéo de
39/100ml de solugédo e administragdo de 0,001 ml/peso do animal).

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

Il. Técnica da abordagem abdominal.

[la. Tricotomia da parede abdominal anterior.

IIb. Incis&o da pele na linha mediana de aproximadamente 1 cm (foto A).

llc. Exposi¢do das camadas musculares e a linha Alba.

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

lle. Abertura do periténio com tesoura reta sem a exposi¢cao dos 6rgaos abdominais,
seguindo diretamente para a exposi¢cdo do ducto biliar comum com abaixamento do
duodeno, a partir da localizagao do figado (foto B).

lll. Abordagem, disseccao e resseccao do ducto biliar.

[lla. Dissec¢ao do ducto biliar comum desde abaixo da entrada do ultimo ducto biliar
até sua porgao 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).

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

llld. Fechamento da parede abdominal com sutura continua.
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Figura 1 — Demonstracao do procedimento cirargico da ligadura e resseccao do
ducto biliar comum realizado segundo a técnica adaptada.

3.4.2. Operacao simulada

A operacdo simulada seguiu exatamente a mesma metodologia descrita
anteriormente, com exceg¢do da ligadura e resseccdo do ducto biliar comum
(anestesia, laparotomia, manipulacdo do ducto biliar comum, seguida por
passagem dos dois fios, sem efetuar a ligadura).

3.5. EXECUGAO DO EXPERIMENTO

O procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal — CEEA — Faculdade de Medicina de Botucatu/Unesp,
protocolo n° 060, 27/09/1999, estando de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdao Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA). Todos os cuidados com manutengcdo dos animais,

procedimento anestésico, cirurgia e sacrificio foram executados segundo
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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 diagnodstico 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 foi realizada a coleta do
material vaginal das ratas. Os fatores indicativos de prenhez foi a presenca de
espermatozoides e o diagnéstico da fase estro do ciclo estral. Assim, este dia foi
considerado como o dia 0 (zero) da gestacao.

Estes procedimentos foram repetidos até que o numero desejado fosse

alcancado.

3.5.2. Cuidados e manutencao dos animais

Todos os animais, desde o nascimento até a ligadura ou operagao
simulada (item 3.4), até o P21, foram amamentados pela propria mae em grupos
de 6. Enquanto eram amamentados, ndo tinham acesso a dieta fornecida para a
mae, pois as gaiolas tinham o fundo com grade, impedindo-os de comerem restos
de racdo, e a racao 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, foram mantidos
em gaiolas individuais, com acesso ad libitum a 4gua e a ragdo padronizada

conforme a distribui¢cao pelos grupos.

3.5.3. Eutanasia

A eutanasia foi realizada no P49, ap6s anestesia intraperitonial com

pentobarbital, por exsanguinacao através de puncao cardiaca.
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3.6. OBSERVAGOES E MEDIDAS

3.6.1. Tempo de sono pelo pentobarbital

O teste do tempo de sono foi realizado no P48, por injecdo intraperitonial
com pentobarbital na dose de 50mg/kg (concentracdo de 3g/100ml de solucéo e
administracdao de 0,0017ml/peso do animal). Foi medido o tempo, em minutos,

desde a perda do reflexo de posi¢ao até a recuperacao do mesmo.

3.6.2. Anadlise dos orgaos

Foi observado durante a eutanasia a presenca de recanalizacado das vias
biliares operadas. Os animais que apresentaram esse aspecto foram
desprezados.

O peso do figado e do bago foi determinado em balancga analitica Mettller
(modelo h35; d=0,1g; peso maximo=160g). Apd6s pesagem, foi retirado um
fragmento longitudinal do lobo direito do figado para analise histologica (ver item
3.6.4). Foi determinado o peso do figado e do baco relativo ao peso do animal

(9/100g de peso do animal) de acordo com a seguinte formula:

Peso do 6rgao x 100
Peso do animal

Peso relativo do 6rgao =

O conteudo de agua e de gordura do figado e do bago foram

determinados por métodos gravimétricos, descritos a seguir.

» Conteudo de agua dos orgaos:

1) determinacdo do peso fresco dos 6rgaos (apés retirada do fragmento para
analise histologica) em balanca analitica Mettller;

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

3) determinacdo do peso seco na mesma balanca utilizada para determinar o
peso fresco;

4) calculo do teor de agua do tecido fresco (g/100g de peso do 6rgao);

5) calculo do contelido de 4gua em g/100g de peso do animal.




Materiais e Métodos 33

(Peso fresco — Peso seco) x 100
Peso fresco

Teor de agua =

Teor de agua x Peso do érgao
Peso do animal

Conteudo de agua =

= Conteudo de gordura dos orgaos:

1) pesagem do material desidratado obtido como descrito acima;

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

3) evaporagao 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 teor de gordura do tecido fresco (g/100g de peso do 6rgao);
7) calculo do conteudo de gordura em g/100g de peso do animal.

(Peso seco — Peso seco sem gordura) x 100
Peso fresco

Teor de gordura =

Teor de gordura x Peso do érgao
Peso do animal

Conteudo de gordura =

3.6.3. Exames Bioquimicos

A coleta de sangue foi feita por puncao cardiaca, com separag¢ao do soro
por centrifugacdo, que foi conservado congelado a —20°C até a realizagdo das
analises.

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

As dosagens de albumina, globulinas, colesterol total, triacilglicerois e
HDL foram realizadas pelo método enzimatico colorimétrico, por automagéao, no
aparelho Technicon®, modelo RAXT. Os valores foram expressos em gramas por
decilitro (g/dL).
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Os valores de VLDL e LDL foram obtidos por meio de calculos a partir dos
resultados encontrados para triacilgliceréis, colesterol total e HDL. Através das
seguintes férmulas:

Triacilglicerdis

VLDL = 5

LDL = Colesterol total — HDL — VLDL

A dosagem da concentracdo de vitamina A no soro foi realizada pela
técnica de Bessey-Lowry.

3.6.4. Analise Histologica

Um fragmento longitudinal de 0,3 a 0,5cm de espessura do lobo direito do
figado de cada animal foi fixado em solucao de formol em salina a 10% v/v por 48
horas, a seguir imerso em alcool a 70% por 24 horas. As laminas histol6gicas
foram preparadas pelos métodos de rotina do Laboratério de Histologia do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp. As
seccoes de 0,4 a 0,5um de espessura foram coradas com hematoxilina e eosina e
pelo método tricrémico de Masson.

A anadlise histolégica foi realizada pelo método semiquantitativo e as
intensidades de fibrose, proliferacdo ductal, fibrose pericelular, esteatose e
degeneracao hidropica foi atribuido, para cada animal, um escore de 0 a 3. Foram
contadas as areas de necrose em todo o corte e o numero de mitose foi contado
em dez campos com grande aumento, tomados aleatoriamente. Foram realizadas
duas medidas independentes de cada uma das variaveis histoldégicas acima. A
concordancia entre os escores atribuidos as variaveis histolégicas pelos dois
examinadores foi testada aplicando-se o teste Kappa.
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3.7. ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis relacionadas aos exames bioquimicos, analise dos
orgaos e para o teste do sono foram calculadas medidas de tendéncia central
(média e mediana) e medidas de dispersdo (valores extremos, amplitude de
variagcao, distancia interquartis, desvio padrao e coeficiente de variacdo) de cada
grupo experimental. Os valores das variaveis de cada grupo experimental foram
comparadas entre si, utilizando o programa SAS System 8.02, seguindo as etapas

apresentadas a seguir.

1) Verificagdo da normalidade e da igualdade de variancias dos valores obtidos

para cada grupo.

2) Se houvesse normalidade e da igualdade de variancias, foi aplicada analise de
variancia para dois fatores, sendo: fator 1) tipo de racao; fator 2) presenca ou
auséncia de colestase. Esse teste considera as diferencas associadas a cada
fator, independentemente do efeito do outro, bem como a interagdo dos dois
fatores.

3) Comparacgdes multiplas pareadas foram realizadas pelo teste t.

4) Se a amostra ndo preenchesse os critério do item 1, foram feitas
transformacdes matematicas nos dados e escolhida aquela que apresentasse
igualdade de variancias, e aplicado os testes mencionados nos itens 2 e 3.

As variaveis histologicas foi aplicado o teste de Wilcoxon para a
comparacao entre os procedimentos (comparacao entre LSG e LGC tomados em
conjunto e SSG e SGC tomados em conjunto) e para comparacao multipla
pareada entre 0s grupos.

A correlacao entre as variaveis histoldgicas duas a duas para 0s grupos
LSG e LGC foi analisada pelo teste de Spearman. Correlacao positiva indica que
as lesbes variam no mesmo sentido e correlacdo negativa indica que as lesdes
variam em sentido inverso.

Foram consideradas diferencas estatisticamente significativas aquelas

cuja probabilidade do erro o foi menor que 0,05.
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4. RESULTADOS

Os resultados das andlises estatisticas para as variaveis estudadas estao
na seguinte ordem:
» Colesterol total — tabela 1 e figuras 2 e 3
> Lipoproteina de alta densidade (HDL-c) — tabela 2 e figuras 4 e 5
> Lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) — tabela 3 e figuras 6 e 7
» Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-c) — tabela 4 e figuras 8 e 9
» Triacilgliceréis — tabela 5 e figuras 10 e 11
» Vitamina A — tabela 6 e figuras 12 e 13
» Tempo de sono —tabela 7 e figuras 14 e 15

> Atividade sérica de aspartato aminotransferase (AST) — tabela 8 e figuras 16 e
17

> Atividade sérica de alanina aminotransferase (ALT) — tabela 9 e figuras 18 e
19

» Albumina sérica — tabela 10 e figuras 20 e 21
» Globulinas séricas — tabela 11 e figuras 22 e 23

» Composicao do figado (peso do 6rgao por 100g de peso do animal, contetdo
de agua e de gordura) — tabelas de 12 a 14 e figuras de 24 a 29

» Composicao do bacgo (peso do 6rgao por 100g de peso do animal, contetdo
de agua e de gordura) — tabelas de 15 a 17 e figuras de 30 a 35

> Alteracdes histologicas — tabelas de 18 a 24 e figuras de 36 a 49
» Correlacao entre as lesdes hepaticas no grupo LSG — tabela 25 e figura 50

» Correlacao entre as lesdes hepaticas no grupo LGC — tabela 26 e figura 51
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Tabela 1: NiVEIS SERICOS DE COLESTEROL TOTAL (CT) — Estatistica descritiva.
Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacao (AV), distancia interquartis
(DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/dL) 68,5 90,0 97,5 167,0
Maximo (g/dL) 94 145 151 262
Minimo (g/dL) 57 49 75 93

AV (g/dL) 37 96 76 169
DI (g/dL) 13,0 28,0 22,0 70,75
Média (g/dL) 71,20 93,20 102,40 168,22

DP (g/dL) 10,63 27,17 22,93 59,01
CV (%) 14,93 29,15 22,39 35,08

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA
Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 .. significativa
(LSG + SSG) < (LGC + SGC) p = 0,001 ... significativa
Interagé@o p = 0,6.. n&o significativa
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o o o 3 160
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o ’ B 100 s
¢ | ° ’ S e —— L
50 o g 60 a
g 40 LSG > SSG
0 S 2 LGC > SGC
T T T T T 1
SSG SGC LSG LGC SG GC
Grupos Dietas
Figura 2 - COLESTEROL TOTAL - Médias, Figura 3 - COLESTEROL TOTAL -
desvios-padréo e valores individuais nos quatro Comparagdo entre as médias dos grupos
grupos. fixando-se procedimentos (3A) e dietas (3B).

Médias seguidas de mesma letra diferem
significativamente entre si pelo teste t
(p<0,05).

Conclusoes: A colestase associou-se a maior CT, tanto nos animais com dieta SG como
nos animais com dieta GC. A dieta GC aumentou o CT, tanto na auséncia de colestase
como nos animais com colestase.
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Tabela 2: NiVEIS SERICOS DE HDL-c - Estatistica descritiva. Mediana, valores maximo
e minimo, amplitude de variacdo (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao
(DP) e coeficiente de variagao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/dL) 31,0 42,5 33,0 37,0
Maximo (g/dL) 61,0 56,0 42,0 61,0
Minimo (g/dL) 19,0 22,0 18,0 25,0

AV (g/dL) 42,0 34,0 24,0 36,0

DI (g/dL) 11,0 8,0 8,0 17,25

Média (g/dL) 33,7 40,1 31,7 41,33
DP (g/dL) 12,44 10,53 6,95 11,72
CV (%) 36,91 26,25 21,91 28,34

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados passaram testes de normalidade e igualdade de variancias.

Andlise de variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) = (SSG + SGC) p = 0,85 ... ndo significativa

(LSG + SSG) < (LGC + SGC) p = 0,02 ... significativa

Interagé@o p = 0,64 .. ndo significativa
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. o ] _ Figura 5 — HDL-c — Comparagao entre as
Figura 4 — HDL-c — Médias, desvios-padrao e médias dos grupos fixando-se procedimentos
valores individuais nos quatro grupos. (5A) e dietas (5B).

Conclusoées: Nao pudemos demonstrar diferenca estatisticamente significativa quanto a
presenca ou ndo de colestase, independentemente da dieta. A dieta SG associou-se a
menor HDL-c, independentemente da presenca ou ndo de colestase. Nao houve
interagd@o entre presenca ou nao de colestase e tipo de dieta.
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Tabela 3: NiVEIS SERICOS DE LDL-c — Estatistica descritiva. Mediana, valores maximo
e minimo, amplitude de variacdo (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrao
(DP) e coeficiente de variagao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/dL) 26,2 37,0 46,7 70,2
Maximo (g/dL) 49,2 83,0 68,0 168,4
Minimo (g/dL) 4.4 1,4 24,4 3,4

AV (g/dL) 44,8 81,6 43,6 165,0
DI (g/dL) 19,0 21,75 29,8 61,75
Média (g/dL) 26,10 35,62 47,54 71,31
DP (g/dL) 14,40 22,42 16,29 49,21

CV (%) 55,18 62,94 34,26 69,01

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p = 0,005 .. significativa

(LSG + SSG) < (LGC + SGC) p = 0,2 .. ndo significativa

Interagé@o p = 0,8.. n&o significativa

7A
80 -
70 A
~ 601
50 |
180 e / —+—SG
0] El 30 - GC
160 - = 20 o
10 SSG = SGC
140 - 0 LSG = LGC
120 T S L
— ©] .
%. 100 ) Procedimentos
o)
= 80 - o o 78 a
=) 8 ® O 80
- 60 o o 70 =
Q 8 . 60 |
40 - : g o 3 50 -  .s
g © o o 340
20 8 S 3 30 | / —a—L
0- 8 0 o -2 LSG = SSG
b LGC > SGC
T T T T SG GC
SSG SGC LSG LGC Dietas
Grupos

. .- . ~ Figura 7 — LDL-c — Comparagéao entre as
Figura 6 — LDL-c — Medias, desvios-padréo & médias dos grupos fixando-se procedimentos
valores individuais nos quatro grupos. (7A) e dietas (7B). Médias seguidas de
mesma letra diferem significativamente entre
si pelo teste t (p<0,05).

Conclusoées: A colestase, nos animais com dieta GC, associou-se a maior LDL-c, mas
nao houve diferenga significativa entre os animais com dieta SG. Nao pudemos
demonstrar diferenga significativa quanto ao tipo de dieta, independentemente da
presenca ou nao de colestase.
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Tabela 4: NIiVEIS SERICOS DE VLDL-c — Estatistica descritiva. Mediana, valores
maximo e minimo, amplitude de variagdo (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio
padrdo (DP) e coeficiente de variagdo (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/dL) 7,7 24,8 15,3 56,6
Maximo (g/dL) 34,0 57,4 62,0 105,0
Minimo (g/dL) 3,6 1,4 9,2 11,0

AV (g/dL) 30,4 56,0 52,8 94,0

DI (g/dL) 6,8 20,8 21,2 66,9

Média (g/dL) 11,40 22,48 23,16 55,58
DP (g/dL) 9,27 16,48 16,60 36,30
CV (%) 81,35 73,33 71,69 65,32

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p = 0,008 ... significativa

(LSG + SSG) < (LGC + SGC) p = 0,027 .. significativa

Interacao p = 0,58.. n&o significativa
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Figura 8 — VLDL-c — Médias, desvios-padrao e Figura 9 — VLDL-c — Comparagéo entre as
valores individuais nos quatro grupos. médias dos grupos fixando-se procedimentos

(9A) e dietas (9B). Medias seguidas de
mesma letra diferem significativamente entre
si pelo teste t (p<0,05).

Conclusoées: A colestase, nos animais com dieta GC, associou-se a maior VLDL-c, mas
n&o houve diferenga significativa entre os animais com dieta SG. A dieta SG associou-se
a menor VLDL-c, independentemente da presenga ou ndo de colestase.
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Tabela 5: NiVEIS SERICOS DE TRIACILGLICEROIS (TG) - Estatistica descritiva.
Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacdo (AV), distancia interquartis
(DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/dL) 38,5 124,0 76,5 283,0
Maximo (g/dL) 170 287 310 525
Minimo (g/dL) 18 7 46 55

AV (g/dL) 152 280 264 470
DI (g/dL) 34,0 104,0 106,0 334,5
Média (g/dL) 57,00 112,40 115,80 277,89
DP (g/dL) 46,37 82,42 83,02 181,50
CV (%) 81,35 73,33 71,69 65,32

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p = 0,008 ... significativa

(LSG + SSG) < (LGC + SGC) p = 0,027 .. significativa

Interacao p = 0,58.. n&o significativa
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Figura 10 — TG — Médias, desvios-padréo e

Ju =k Figura 11 — TG - Comparagdo entre as
valores individuais nos quatro grupos.

médias dos grupos fixando-se procedimentos
(11A) e dietas (11B). Meédias seguidas de
mesma letra diferem significativamente entre
si pelo teste t (p<0,05).

Conclusoées: A colestase, nos animais com dieta GC, associou-se a maior TG, mas nao
houve diferenca significativa entre os animais com dieta SG. A dieta SG associou-se a
menor TG, independentemente da presenga ou ndo de colestase.
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Tabela 6: NiVEIS SERICOS DE VITAMINA A (VA) — Estatistica descritiva. Mediana,
valores maximo e minimo, amplitude de variacado (AV), distancia interquartis (DI), média,
desvio padrao (DP) e coeficiente de variagdo (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (mg/dL) 74,76 94,17 93,20 71,84
Maximo (mg/dL) 110,68 112,62 104,85 87,38
Minimo (mg/dL) 58,25 79,61 77,67 64,08

AV (mg/dL) 52,43 33,01 27,18 23,30
DI (mg/dL) 15,53 7,77 15,53 4,85
Média (mg/dL) 74,95 94,76 89,90 72,49

DP (mg/dL) 14,88 9,19 9,20 6,51
CV (%) 19,85 9,70 10,23 8,98

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA
Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias.

Andlise de variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p = 0,35 ... ndo significativa
(LSG + SSG) > (LGC + SGC) p = 0,62 ... ndo significativa
Interagé@o p < 0,0001 ... significativa
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Figura 12 — VITAMINA A SERICA - Médias, Figura 13 - VITAMINA A SERICA -
desvios-padrao e valores individuais nos quatro Comparagédo entre as médias dos grupos
grupos. fixando-se procedimentos (13A) e dietas

(13B). Meédias seguidas de mesma letra
diferem significativamente entre si pelo teste t
(p<0,05).

Conclusoes: A colestase associou-se a maior VA nos animais com dieta SG e a menor
VA nos animais com dieta GC. A dieta SG associou-se a maior VA nos animais com
colestase e a menor VA nos animais sem colestase.
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Tabela 7: TEMPO DE SONO - Estatistica descritiva. Mediana, valores maximo e minimo,
amplitude de variacao (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio padrdao (DP) e
coeficiente de variagao (CV).

___ Grupos SSG _sSGCc  LsG  LGC
Mediana (min.) 109,00 66,50 328,50 302,00
Maximo (min.) 252 92 459 641
Minimo (min.) 58 40 238 140

AV (min.) 194 52 221 501
DI (min.) 78 16 125 236
Média (min.) 121,30 66,90 326,10 338,11

DP (min.) 64,25 15,74 74,87 168,65
CV (%) 52,97 23,52 22,96 49,88

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 .. significativa

(LSG + SSG) > (LGC + SGC) p = 0,03 ... significativa

Interacao p = 0,08.. ndo significativa
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Figura 14 — TEMPO DE SONO - Médias, Figura 15 - TEMPO DE SONO -
desvios-padrdo e valores individuais nos quatro Comparagao entre as meédias dos grupos
grupos. fixando-se procedimentos (15A) e dietas

(15B). Meédias seguidas de mesma letra
diferem significativamente entre si pelo teste t
(p<0,05).

Conclusoes: A colestase associou-se a maior TS, tanto nos animais com dieta SG como
nos animais com dieta GC. A dieta SG, nos animais sem colestase, associou-se a maior
TS, mas nao houve diferenga na presenga de colestase (LSG e LGC).
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Tabela 8: ATIVIDADE SERICA DE ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST) -
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variagdo (AV),
distancia interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (UI/L) 43,5 49,0 247,5 201,0
Maximo (UI/L) 62 67 621 681
Minimo (UI/L) 27 29 80 90

AV (UIL) 35 38 541 591

DI (UI/L) 17,0 18,0 172,0 256,5

Média (UI/L) 46,10 48,20 264,30 281,11
DP (UI'L) 11,08 11,37 172,20 194,04
CV (%) 24,03 23,59 65,15 69,03

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 .. significativa

(LSG + SSG) = (LGC + SGC) p = 0,721 ... ndo significativa

Interagé@o p = 0,9.. n&o significativa
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Figura 16 — AST — Médias, desvios-padrao e

e Figura 17 — AST - Comparagcdo entre as
valores individuais nos quatro grupos.

médias dos grupos fixando-se procedimentos
(17A) e dietas (17B). Médias seguidas de
mesma letra diferem significativamente entre
si pelo teste t (p<0,05).

Conclusoées: A colestase associou-se a maior AST, tanto nos animais com dieta SG
como nos animais com dieta GC. Nao pudemos demonstrar diferenga significativa quanto
ao tipo de dieta, independentemente da presenca ou nao de colestase.
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Tabela 9: ATIVIDADE SERICA DE ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT) -
Estatistica descritiva. Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variagdo (AV),
distancia interquartis (DI), média, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variagao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (UI/L) 245 36,5 77,0 94,0
Maximo (UI/L) 37 44 150 310
Minimo (UI/L) 16 22 30 47
AV (UIIL) 21 22 120 263
DI (UI/L) 9,0 13,0 53,0 105,75
Média (UI/L) 25,90 33,90 77,30 121,56
DP (UIIL) 6,54 7,88 35,38 87,58
CV (%) 25,25 23,24 45,77 72,05

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 .. significativa

(LSG + SSG) < (LGC + SGC) p = 0,018 ... significativa

Interacao p = 0,7... ndo significativa
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Figura 18 — ALT — Médias, desvios-padrao e

i Figura 19 — ALT - Comparagédo entre as
valores individuais nos quatro grupos.

médias dos grupos fixando-se procedimentos
(19A) e dietas (19B). Médias seguidas de
mesma letra diferem significativamente entre
si pelo teste t (p<0,05).

Conclusoes: A colestase associou-se a maior ALT, tanto nos animais com dieta SG
como nos animais com dieta GC. A dieta SG, nos animais sem colestase, associou-se a
menor ALT, mas ndo houve diferenca na presenca de colestase (LSG e LGC).
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Tabela 10: NiVEIS SERICOS DE ALBUMINA - Estatistica descritiva. Mediana, valores
maximo e minimo, amplitude de variagdo (AV), distancia interquartis (DI), média, desvio
padrdo (DP) e coeficiente de variagdo (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/dL) 2,80 2,80 2,45 2,40
Maximo (g/dL) 2,90 3,10 2,90 2,70
Minimo (g/dL) 2,70 2,40 2,00 1,50
AV (g/dL) 0,20 0,70 0,90 1,20
DI (g/dL) 0,10 0,10 0,30 0,43
Média (g/dL) 2,77 2,82 2,47 2,28
DP (g/dL) 0,07 0,19 0,27 0,37

CV (%) 2,44 6,63 10,81 16,24

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) < (SSG + SGC) p < 0,0001 .. significativa

(LSG + SSG) = (LGC + SGC) p = 0,49 .. ndo significativa

Interacao p = 0,12.. n&o significativa
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Figura 20 — ALBUMINA - Médias, desvios-

~ AT Figura 21 — ALBUMINA - Comparacao entre
padréo e valores individuais nos quatro grupos.

as médias dos grupos fixando-se
procedimentos (21A) e dietas (21B). Médias
seguidas de mesma letra  diferem
significativamente entre si pelo teste t
(p<0,05).

Conclusoées: A colestase associou-se a menor albumina, tanto nos animais com dieta
SG como nos animais com dieta GC. Nao pudemos demonstrar diferenca significativa
quanto ao tipo de dieta, independentemente da presencga ou nao de colestase.
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Tabela 11: NIiVEIS SERICOS DE GLOBULINAS - Estatistica descritiva. Mediana,
valores maximo e minimo, amplitude de variacado (AV), distancia interquartis (DI), média,
desvio padrao (DP) e coeficiente de variagdo (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/dL) 2,60 2,75 3,10 3,40
Maximo (g/dL) 2,90 3,10 3,90 4,20
Minimo (g/dL) 2,30 2,50 2,50 2,30
AV (g/dL) 0,60 0,60 1,40 1,90
DI (g/dL) 0,30 0,30 1,00 0,55
Média (g/dL) 2,61 2,78 3,13 3,41
DP (g/dL) 0,19 0,19 0,51 0,53

CV (%) 7,32 6,94 16,42 15,63

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias.
Andlise de variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2:

dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 ... significativa
(LSG + SSG) = (LGC + SGC) p = 0,08 ... ndo significativa

Interagé@o p = 0,66.. ndo significativa

5 —
-y
° o
2 4
(2] (e}
g 8
.3 8 o)
O
] o
ot o
.E O O
S 3 o
o) (@) @) O
=) o o
C } S } s 1
(e) o o
O
O O
2 T T T T
SSG SGC LSG LGC
Grupos

Figura 22 — GLOBULINAS - Médias, desvios-
padrao e valores individuais nos quatro
grupos.
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Figura 23 — GLOBULINAS - Comparagao
entre as médias dos grupos fixando-se
procedimentos (23A) e dietas (23B). Médias
seguidas de mesma letra  diferem
significativamente entre si pelo teste t
(p<0,05).

Conclusoées: A colestase associou-se a maior globulina, tanto nos animais com dieta SG
como nos animais com dieta GC. Nao pudemos demonstrar diferenca significativa quanto
ao tipo de dieta, independentemente da presenca ou nao de colestase.
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Tabela 12: PESO RELATIVO DO FIGADO (g/100g de peso do animal) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacdo (AV), distancia
interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagcao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/100g) 4,42 4,44 6,40 6,22
Maximo (g/100g) 5,23 5,53 8,98 7,44
Minimo (g/100g) 3,62 4,04 5,26 4,42
AV (g/100g) 1,61 1,48 3,72 3,02
DI (g/100g) 0,70 0,21 1,28 1,67
Média (g/100g) 4,38 4,52 6,64 6,30
DP (g/100g) 0,54 0,41 1,09 1,03

CV (%) 12,35 9,15 16,35 16,41

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias.

Andlise de variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 ... significativa

(LSG + SSG) = (LGC + SGC) p = 0,7 ... ndo significativa

Interagé@o p = 0,36.. ndo significativa
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Figura 24 - PESO RELATIVO DO FIGADO - Figura 25 — PESO RELATIVO DO FiGADO —
Médias, desvios-padrdo e valores individuais Comparacdo entre as médias dos grupos
nos quatro grupos. fixando-se procedimentos (25A) e dietas

(25B). Meédias seguidas de mesma letra
diferem significativamente entre si pelo teste t
(p<0,05).

Conclusées: A colestase associou-se a maior peso do figado, relativo ao peso do
animal, tanto nos animais com dieta SG como nos animais com dieta GC. Nao pudemos
demonstrar diferenca significativa quanto ao tipo de dieta, independentemente da
presenga ou ndo de colestase.
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Tabela 13: CONTEUDO DE AGUA DO FIiGADO (g/100g do animal) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacdo (AV), distancia
interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/100g) 3,190 3,109 5,012 4,839
Maximo (g/100g) 3,780 3,699 6,986 5,962
Minimo (g/100g) 2,548 2,765 3,968 3,571
AV (g/100g) 1,232 0,934 3,018 2,391
DI (g/100g) 0,564 0,167 0,914 1,175
Média (g/100g) 3,156 3,134 5,163 4,928
DP (g/100g) 0,411 0,245 0,869 0,786

CV (%) 13,02 7,82 16,83 15,95

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;

LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram

substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:

dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 .. significativa
(LSG + SSG) = (LGC + SGC) p = 0,6 .. ndo significativa

Interagé@o p = 0,62.-. ndo significativa

8,
857 ‘
©
SE
o0& 6 o
T o 8 o
g S 0
Sa 5 ©
o8 °
T o °
%:,4 © o
. - 0
3s o o )
c
82, 48 3 g
2 T T T T
SSG SGC LSG LGC
Grupos

Figura 26 - CONTEUDO DE AGUA DO
FIGADO — Médias, desvios-padrao e valores
individuais nos quatro grupos.
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Figura 27 - CONTEUDO DE AGUA DO
FIGADO — Comparacédo entre as médias dos
grupos fixando-se procedimentos (27A) e
dietas (27B). Médias seguidas de mesma
letra diferem significativamente entre si pelo
teste t (p<0,05).

Conclusodes: A colestase associou-se a maior conteido de agua do figado, tanto nos
animais com dieta SG como nos animais com dieta GC. Nao pudemos demonstrar
diferenca significativa quanto ao tipo de dieta, independentemente da presengca ou nao

de colestase.
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Tabela 14: CONTEUDO DE GORDURA DO FIiGADO (g/100g do animal) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacdo (AV), distancia
interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagcao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/100g) 0,144 0,286 0,176 0,214
Maximo (g/100g) 0,230 0,538 0,988 0,293
Minimo (g/1009) 0,059 0,197 0,099 0,061
AV (g/1009) 0,170 0,341 0,889 0,232
DI (g/100g) 0,041 0,110 0,026 0,094
Média (g9/1009) 0,137 0,314 0,251 0,188
DP (g/100g) 0,050 0,120 0,263 0,078

CV (%) 36,50 38,22 104,78 41,38

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram

substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:

dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) = (SSG + SGC) p = 0,69 .. ndo significativa
(LSG + SSG) < (LGC + SGC) p = 0,029 ... significativa

Interacdo p = 0,003... significativa
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Figura 28 - CONTEUDO DE GORDURA DO
FIGADO — Médias, desvios-padrao e valores
individuais nos quatro grupos.
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Figura 29 - CONTEUDO DE GORDURA DO
FIGADO - Comparagao entre as médias dos
grupos fixando-se procedimentos (29A) e
dietas (29B). Médias seguidas de mesma
letra diferem significativamente entre si pelo
teste t (p<0,05).

Conclusoées: A colestase, nos animais com dieta GC, associou-se a menor contetdo de
gordura do figado, mas n&o houve diferenga significativa entre os animais com dieta SG.
A dieta SG, nos animais sem colestase, associou-se a menor conteudo de gordura do
figado, mas ndo houve diferenca na presencga de colestase (LSG e LGC).
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Tabela 15: PESO RELATIVO DO BACO (por 100g de peso do animal) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacdo (AV), distancia
interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/100g) 0,38 0,32 0,83 0,83
Maximo (g/100g) 0,67 1,00 1,09 1,02
Minimo (g/100g) 0,26 0,24 0,52 0,48
AV (g/1009) 0,41 0,76 0,57 0,55
DI (9/100g) 0,25 0,15 0,28 0,45
Média (g/1009) 0,44 0,42 0,85 0,78
DP (g/100g) 0,15 0,25 0,18 0,23

CV (%) 33,71 58,77 21,58 29,60

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias.

Andlise de variancia com dois fatores (fator 1: presenga ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p > 0,0001 ... significativa

(LSG + SSG) = (LGC + SGC) p = 0,5 .. ndo significativa

Interagé@o p = 0,7 .. n&o significativa

31A_
g 1,40
S 1,20 |
1,2+ S 1,00
© 2 0,80 - ——SG
E ° & 0,60 - _= GC
c Q
S 1,0 o o -8 S 0,40
3 ° ° 2 0.20 SSG = SGC
o 2 oo LSG = LGC
(7] o s T 1
3 0,8- S . s L
3 o § Procedimentos
2 o o
3 31B
g 0,6 o S 1,40
e ° ° £ 1,20 e
o © ; 3 1,00 b
o ® O '
-g 0,4 (é S ; 0.80 - I ) s
@ ) i-’- 0,60 =L
o o g8 T 040 LSG > SSG
0,2 ‘ | ‘ ‘ S 020 LGC > SGC
SSG SGC LSG LGC @ 0,00 ‘
Grupos SG Ge
Dietas
Figura 30 — PESO RELATIVO DO BACO - Figura 31 — PESO RELATIVO DO BAGCO -
Médias, desvios-padrdao e valores individuais Comparacdo entre as médias dos grupos
nos quatro grupos. fixando-se procedimentos (31A) e dietas

(31B). Meédias seguidas de mesma letra
diferem significativamente entre si pelo teste t
(p<0,05).

Conclusoées: A colestase associou-se a maior peso do baco, relativo ao peso do animal,
tanto nos animais com dieta SG como nos animais com dieta GC. Nao pudemos
demonstrar diferenca significativa quanto ao tipo de dieta, independentemente da
presenca ou nao de colestase.
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Tabela 16: CONTEUDO DE AGUA DO BACO (g/100g do animal) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacdo (AV), distancia
interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagcao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/100g) 0,345 0,307 0,712 0,710
Maximo (g/100g) 0,553 0,812 0,922 0,836
Minimo (g/1009) 0,259 0,239 0,456 0,362
AV (g/1009) 0,293 0,573 0,466 0,474
DI (g/100g) 0,143 0,103 0,195 0,317
Média (g/100g) 0,384 0,370 0,711 0,654
DP (g/100g) 0,103 0,186 0,142 0,177

CV (%) 26,82 50,27 19,97 27,06

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA
Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 .. significativa

(LSG + SSG) = (LGC + SGC) p = 0,32 .. ndo significativa

Interacao p = 0,962 ... ndo significativa
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Figura 32 - CONTEUDO DE AGUA DO BAGO - Figura 33 — CONTEUDO DE AGUA DO
Médias, desvios-padrao e valores individuais nos BACO - Comparagdo entre as médias dos
quatro grupos. grupos fixando-se procedimentos (33A) e

dietas (33B). Médias seguidas de mesma
letra diferem significativamente entre si pelo
teste t (p<0,05).

Conclusoées: A colestase associou-se a maior conteido de agua do baco, tanto nos
animais com dieta SG como nos animais com dieta GC. Nao pudemos demonstrar
diferenca significativa quanto ao tipo de dieta, independentemente da presenca ou nao
de colestase.
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Tabela 17: CONTEUDO DE GORDURA DO BACO (g/100g do animal) — Estatistica
descritiva. Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacdo (AV), distancia
interquartis (DI), média, desvio padrao (DP) e coeficiente de variagcao (CV).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana (g/100g) 0,011 0,011 0,014 0,022
Maximo (g/100g) 0,022 0,027 0,031 0,041
Minimo (g/1009) 0,001 0,001 0,005 0,003
AV (g/1009) 0,021 0,026 0,026 0,037
DI (g/100g) 0,008 0,008 0,014 0,017
Média (g9/1009) 0,010 0,012 0,016 0,020
DP (g/100g) 0,006 0,008 0,009 0,013

CV (%) 62,84 70,17 54,31 63,18

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Os dados nao passaram nos testes de normalidade e igualdade de variancias e foram
substituidos por valores transformados.

Analise de variancia com dois fatores (fator 1: presenca ou ndo de colestase; fator 2:
dieta SG x dieta GC):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p = 0,028 ... significativa

(LSG + SSG) = (LGC + SGC) p = 0,457 ... ndo significativa

Interacao p = 0,84 .. ndo significativa
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Figura 34 — CONTEUDO DE GORDURA DO
BACO - Médias, desvios-padrao e valores
individuais nos quatro grupos.

Figura 35 - CONTEUDO DE GORDURA DO
BACO - Comparagao entre as médias dos
grupos fixando-se procedimentos (35A) e
dietas (35B).

Conclusées: A colestase associou-se a maior conteido de gordura do baco,
independentemente da dieta. Nao pudemos demonstrar diferenca estatisticamente
significativa quanto ao tipo de dieta, independentemente da presenga ou nao de
colestase. Nao houve interagdo entre presenca ou ndo de colestase e tipo de dieta.
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Tabela 18: INTENSIDADE DA FIBROSE PORTAL - Estatistica descritiva. Mediana,
valores maximo e minimo, amplitude de variagao (AV) e distancia interquartis (Dl).

___Grupos ______sSSG _______sSsGC LsG ____LGC
Mediana 0 0 2 3
Maximo 0 0 3 3
Minimo 0 0 1 2

AV 0 0 2 1
DI 0 0 1 1

SSG - Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracao (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babacgu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Teste de Wilcoxon para a comparagao entre os procedimentos (comparagao entre LSG e
LGC tomados em conjunto e SSG e SGC tomados em conjunto):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 ... significativa
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PORTAL - Comparagdao multipla pareada
entre os grupos fixando-se procedimentos.
! ! ! ! Medianas seguidas de mesma letra diferem
SsG SGC LSG LGC significativamente entre si pelo teste Wilcoxon
Grupos (p<0’05)

Figura 36 - INTENSIDADE DA FIBROSE
PORTAL - Gréfico tipo “Box and Whiskers”. A
letra M corresponde a mediana.

Conclusoes: A colestase associou-se a maior intensidade da fibrose portal,
independentemente da dieta. A dieta SG, nos animais com colestase, associou-se a
menor fibrose portal, mas nao houve diferenca na auséncia de colestase (SSG e SGC).
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Tabela 19: INTENSIDADE DA PROLIFERACAO DUCTAL - Estatistica descritiva.
Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacao (AV) e distancia interquartis
(DI).

____Grupos __ SSG _____SGC = LsG = LGC
Mediana 0 0 2 3
Maximo 0 0 3 3
Minimo 0 0 1 2

AV 0 0 2 1
DI 0 0 1 1

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Teste de Wilcoxon para a comparagao entre os procedimentos (comparagao entre LSG e
LGC tomados em conjunto e SSG e SGC tomados em conjunto):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 ... significativa
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Figura 38 — INTENSIDADE DA PROLIFERAGCAO
DUCTAL - Gréfico tipo “Box and Whiskers”. A
letra M corresponde a mediana.

Conclusées: A colestase associou-se a maior intensidade da proliferacdo ductal,
independentemente da dieta. A dieta SG, nos animais com colestase, associou-se a
menor proliferacdo ductal, mas ndo houve diferenga na auséncia de colestase (SSG e
SGC).
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Tabela 20: INTENSIDADE DA FIBROSE PERICELULAR - Estatistica descritiva.
Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacao (AV) e distancia interquartis
(DI).

____Grupos ___SSG _____SGC = LsG = LGC
Mediana 0 0 1 1
Maximo 0 0 2 3
Minimo 0 0 0 1

AV 0 0 2 2
DI 0 0 1 1

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Teste de Wilcoxon para a comparagao entre os procedimentos (comparagao entre LSG e
LGC tomados em conjunto e SSG e SGC tomados em conjunto):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 ... significativa
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Figura 40 - INTENSIDADE DA FIBROSE
PERICELULAR - Gréfico tipo “Box and
Whiskers”. A letra M corresponde a mediana.

Conclusdes: A colestase associou-se a maior intensidade da fibrose pericelular,
independentemente da dieta. Nao pudemos demonstrar diferencga significativa quanto ao
tipo de dieta, na presenca ou nao de colestase.
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Tabela 21: INTENSIDADE DA ESTEATOSE - Estatistica descritiva. Mediana, valores
maximo e minimo, amplitude de variagéo (AV) e distancia interquartis (DI).

____Grupos ______sSSG ______sSsGC _LsG ______LGC
Mediana 0 0 0 0
Maximo 1 3 1 1
Minimo 0 0 0 0

AV 1 3 1 1
DI 0 0 1 1

SSG - Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracao (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babacgu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Teste de Wilcoxon para a comparagao entre os procedimentos (comparagao entre LSG e
LGC tomados em conjunto e SSG e SGC tomados em conjunto):

(LSG + LGC) = (SSG + SGC) p = 0,12 ... ndo significativa
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Figura 42 — INTENSIDADE DA ESTEATOSE -
Gréfico tipo “Box and Whiskers”. A letra M
corresponde a mediana.

Conclusoées: Nao pudemos demonstrar diferenca estatisticamente significativa quanto a
presenca ou nao de colestase, independentemente da dieta e quanto ao tipo de dieta, na
presencga ou nao de colestase.
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Tabela 22: INTENSIDADE DA DEGENERACAO HIDROPICA - Estatistica descritiva.
Mediana, valores maximo e minimo, amplitude de variacao (AV) e distancia interquartis
(DI).

____Grupos __ SSG _____SGC = LsG = LGC
Mediana 0 0 1 0
Maximo 1 1 1 1
Minimo 0 0 0 0

AV 1 1 1 1
DI 0 0 1 1

SSG - Grupo sem colestase (operagdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracdo (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babagu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Teste de Wilcoxon para a comparagao entre os procedimentos (comparagao entre LSG e
LGC tomados em conjunto e SSG e SGC tomados em conjunto):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p = 0,0361 ... significativa
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Figura 45 -  INTENSIDADE DA
DEGENERACAO HIDROPICA - Comparagao
: : : : multipla pareada entre os grupos fixando-se
SSG sGeC LSG LGC procedimentos. Medianas seguidas de mesma
letra diferem significativamente entre si pelo
teste Wilcoxon (p<0,05).
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Degeneracao hidrépica

Degeneracao hidrdpica
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Figura 44 — INTENSIDADE DA DEGENERACAO
HIDROPICA — Grafico tipo “Box and Whiskers”. A
letra M corresponde a mediana.

Conclusoées: A colestase associou-se a maior intensidade de degeneragao hidrépica,
independentemente da dieta. Nao pudemos demonstrar diferencga significativa quanto ao
tipo de dieta, na presenga ou nao de colestase.
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Tabela 23: NUMERO DE AREAS DE NECROSE - Estatistica descritiva. Mediana,
valores maximo e minimo, amplitude de variagao (AV) e distancia interquartis (Dl).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana 0 0 4 8
Maximo 0 0 20 25
Minimo 0 0 1 0
AV 0 0 19 25
DI 0 0 13 10,75

SSG - Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracao (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babacgu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Teste de Wilcoxon para a comparagao entre os procedimentos (comparagao entre LSG e
LGC tomados em conjunto e SSG e SGC tomados em conjunto):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 ... significativa
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Figura 47 - NUMERO DE AREAS DE
NECROSE - Comparagdao multipla pareada
entre os grupos fixando-se procedimentos.
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Figura 46 - NUMERO DE AREAS DE NECROSE
— Gréfico tipo “Box and Whiskers”.

Conclusdes: A colestase associou-se a maior numero de areas de necrose,
independentemente da dieta. Nao pudemos demonstrar diferenga significativa quanto ao
tipo de dieta, na presenga ou nao de colestase.




Resultades 60

Tabela 24: FREQUENCIA DE MITOSES - Estatistica descritiva. Mediana, valores
maximo e minimo, amplitude de variagédo (AV) e distancia interquartis (DI).

Grupos SSG SGC LSG LGC
Mediana 3 4.5 8,5 6
Maximo 9 9 21 17
Minimo 0 0 5 0
AV 9 9 16 17
DI 4,5 6 8 12

SSG - Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com éleo de milho em baixa
concentracao (dieta SG); SGC — Grupo sem colestase (operacdo simulada) e dieta com gordura
de coco de babacgu (dieta GC); LSG — Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta SG;
LGC - Grupo com colestase (ligadura do colédoco) e dieta GC.

ESTATISTICA COMPARATIVA

Teste de Wilcoxon para a comparagao entre os procedimentos (comparagao entre LSG e
LGC tomados em conjunto e SSG e SGC tomados em conjunto):

(LSG + LGC) > (SSG + SGC) p < 0,0001 ... significativa
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Figura 48 — FREQUENCIA DE MITOSES -
Gréfico tipo “Box and Whiskers”.

Conclusoes: A colestase associou-se a maior freqiiéncia de mitose, independentemente
da dieta. Nao pudemos demonstrar diferenca significativa quanto ao tipo de dieta, na
presenga ou nao de colestase.
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Tabela 25: CORRELACAO DE Spearman APLICADA AS VARIAVEIS HISTOLOLICAS

NO GRUPO LSG

Fibrose Prolif. Fibrose Degen.
Grupo LSG Portal Ductal Pericel. Esteatose Hidrépica Necrose
Fibrose p<0,0001 p=0,1124 p=03162 p=2815 p=0,9111
Portal =~ r=1 r=0,5333 r=0,3535 r=3779 r=-0,0407
significativa n.s. n.s. n.s. n.s.

. ~ p=0,1124 p=0,3162 p=2815 p=0,9111
Pr%"irtzf” ---------------- r=05333 r=03535 r=3779 r=-0,0407
u n.s. n.s. n.s. n.s.

. p =0,0730 p=1 p = 0,4250
P:r'i?;;’hsjfar ------------------------ r = 0,5889 r=0  r=-0,2849
n.s. n.s. n.s.
p=0,1114 p=0,5493
Esteatose @  =mmem cmeeeeen e e r=0,5345 =-0,2158
n.s. n.s.
Degeneracio (D= Basriy
Hidrépica = ~——— T/ T/ T N
n.s.
p=0,0335 p=0,0335 p=0,0061 p-=0,0430 p=0,3273 p=0,8781
Mitose =-0,6715 r=-0,6715 r=-0,7936 r=-0,6475 =-0,3461 r=-0,0559
significativa significativa significativa significativa n.s. n.s.
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Figura 50 — Variaveis histolégicas no grupo LSG (ligadura do ducto biliar comum com dieta
SG). Graficos de dispersao mostrando os resultados da andlise de correlagdo de Spearman.

Conclusé6es: Houve correlagdo positiva entre a intensidade da fibrose portal e a
intensidade da proliferagdo ductal (aumentaram no mesmo sentido) e correlagéo
negativa entre mitose e fibrose portal, mitose e proliferacdo ductal, mitose e fibrose
pericelular, mitose e esteatose (aumentaram em sentidos opostos).
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Tabela 26: CORRELACAO DE Spearman APLICADA AS VARIAVEIS HISTOLOLICAS
NO GRUPO LGC

Fibrose Prolif. Fibrose Degen.
Grupo LGC Portal Ductal Pericel. Esteatose Hidrépica Necrose
. p<0,0000 p=0,5983 p=0,6845 p=1 p = 0,9068
FI',';rr‘t’;f -------- r=1 r=0,2041 r=0,1581 r=0 r = 0,0458
significativa n.s. n.s. n.s. n.s.
. x p=0,5983 p=0,6845 p=1 p = 0,9068
Pr%"irtzf” ---------------- r=0,2041 r=0,1581 r=0 r = 0,0458
u n.s. n.s. n.s. n.s.
. p=0,6176 p=0,0796 p =0,3211
P:r'i?;;’hsjfar ------------------------ r=-0,1936 r=-0,6123 r=-0,3742
n.s. n.s. n.s.
p=0,0112 p=0,7380
Esteatose @  =mmem cmeeeeen e e r=0,7906 r=-0,1304
significativa n.s.
Degeneragdo '?_= g ’2523;
Hidropica n.s.
p=0,7243 p=0,7243 p=0,0467 p=1 p=0,3317 p=0,9658
Mitose =-0,1375 r=-0,1375 r=-0,6736 r=0 r=0,3667 r=-0,0168
n.s. n.s. significativa n.s. n.s. n.s.
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Figura 51 — Variaveis histolégicas no grupo LGC (ligadura do ducto biliar comum com dieta
GC). Gréficos de dispersdo mostrando os resultados da analise de correlacao de Spearman.

Conclusées: Houve correlagdo positiva entre a intensidade da fibrose portal e a
intensidade da proliferacdo ductal, degeneragao hidrépica e esteatose (aumentaram no
mesmo sentido) e correlagdo negativa entre mitose e fibrose pericelular (aumentaram em
sentidos opostos).
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. LIPIDIOS SERICOS

Em nosso trabalho, a colestase aumentou os niveis séricos de colesterol
total (CT) em ambas dietas, e a dieta que contém gordura de coco de babacu
aumentou os niveis de CT tanto em ratos com colestase quanto em ratos sem
colestase. Portanto, o mecanismo de aumento do CT provocado pela dieta GC
ndao sofreu influéncia da colestase, j& que nao houve interacdo entre os
procedimentos e as dietas estudadas. A literatura mostra que ocorre aumento de
CT em animais colestéaticos devido a sintese hepatica aumentada e diminuicao na
secrecao biliar (TAKITA et al. 1988). Entretanto, o efeito hipercolesterolémico da
dieta GC é devido ao seu conteudo de gordura saturada.

Dieta rica em acidos graxos saturados aumenta os niveis de colesterol
plasmatico e LDL-colesterol quando comparada com dieta rica em acidos graxos
poliinsaturados. Os acidos graxos saturados variam em seu efeito
hipercolesterolémico, sendo citado em ordem crescente de poténcia: miristico,
palmitico e laurico (DENKE & GRUNDY, 1992; ZOCK et al., 1994; COX et al.,
1995). A gordura de coco de babacu da dieta GC, que contém em 100g da
gordura 42,49 de &cido laurico, 16,5g de acido miristico e 9,9g de acido palmitico,
causou o aumento do colesterol tanto nos animais com colestase como nos
animais sem colestase.

Efeitos da colestase elevando os niveis séricos de LDL-c, VLDL-c e
triacilglicerdis (TG) sé foram evidenciados nos animais recebendo dieta GC. Nao
evidenciamos efeito da colestase nos animais que receberam dieta SG.
Concentracdo plasméatica elevada de TG tem sido demonstrada em individuos
consumindo gordura saturada na dieta (MAZIER & JONES, 1997) e também tem
sido associada com os niveis de VLDL em animais alimentados com uma dieta
enriquecida com acido miristico (HASSEL et al.,1997). A hipertrigliceridemia
produzida pela dieta com gordura de coco de babacu pode ser causada pelo
aumento da liberacdo hepatica de VLDL-triacilglicerél na circulacao, visto que
outros investigadores tem demonstrado um aumento da produgcdo hepatica de
VLDL em animais alimentados com uma dieta contendo 15% de éleo de palmeira,
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que contém mais de 90% de acidos graxos saturados (ABDEL-FATTAH et al.,
1998).

Além disso, a maior parte dos TCL contidos na dieta GC que séao
absorvidos pelos enterécitos nao é utilizada como fonte de energia na colestase.
Nos hepatdcitos, os acidos graxos de cadeia longa (AGCL) atravessam a dupla
membrana mitocondrial num processo dependente de carnitina (BACH &
BABAYAN, 1982). Em ratos com cirrose biliar secundaria, induzida por ligadura
do ducto biliar, a biossintese de carnitina é 52% diminuida (KRAHENBUHL et al.,
2000) e, portanto, o processo de B-oxidacdo dos AGCL é prejudicado.

Nos animais sem colestase a dieta GC associou-se a maiores niveis
séricos de vitamina A, provavelmente por maior absorcdo da gordura e,
conseqlentemente, maior absorgdo de vitamina A. Na colestase a dieta GC
associou-se a menores niveis séricos de Vitamina A do que a dieta SG,
provavelmente porque a dieta GC, associando a maior lesdo hepatica (ver a
seguir), pode ter causado diminuigdo da sintese de proteina transportadora de

retinol.

5.2. ANALISE DA FUNCAO HEPATICA

O prolongamento do tempo de sono observado nos animais com
colestase pode ser explicado pela diminuicdo das isoenzimas do citocromo P-450,
que ocorre na lesdo hepatocitica induzida pela ligadura do ducto biliar (TATEISHI
et al., 1998). Esse teste reflete a velocidade de desintoxicacdo do pentobarbital
pelos citocromos P-450 dos hepatdcitos (LUTZ & KRAFFT, 1997).

A dieta SG aumentou o tempo de sono nos animais sem colestase
provavelmente por menor estimulo do sistema hepatico microssomal, que pode
ser causado tanto pelo seu conteudo de gordura reduzido como pelo tipo de
gordura. HOPKINGS & WEST (1976) estudando ratos adultos sem colestase,
encontraram maior tempo de sono € menor concentracdo de citocromo P-450 em
ratos alimentados com dieta contendo TCL (6leo de semente de girassol) do que
em ratos alimentados com dieta contendo gordura saturada (de origem animal).
MOUNIE et al. (1981) estudaram diferentes proporcdes de 6leo de milho (0%,

1,5%, 3%, 4,5%, 6%) e, ap6s tratamento com pentobarbital, estimulo do
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citocromo P-450 e da UDP-glicoroniltransferase (UDPGT) foi maior em animais
que receberam dieta com gordura do que em animais que receberam dieta livre
de gordura, concordando com nosso resultados.

Varias substancias organocloradas, contidas em pesticidas, exercem
efeito estimulatério sobre citocromo P-450 (CAMPBELL et al.,, 1983). Dos
antioxidantes utilizados como aditivos alimentares (ANVISA, 1999), o &cido
ascérbico também exerce esse efeito (RAMANATHAN et al., 2003). Entretanto, a
gordura de coco de babacu utilizada em nosso trabalho ndo contém antioxidantes
em sua composi¢do, conforme informagdes do fabricante (Compania Leco de
Produtos Alimenticios®).

A hipoalbuminemia foi observada nos animais com colestase e pode
refletir alteragbes no metabolismo intermediario, assim como sintese hepatica
reduzida (GOUMA et al., 1986). Nao demonstramos diferenga quanto as dietas
estudadas.

5.3. LESAO HEPATICA

A atividade sérica das aminotransferases (AST e ALT) € indicador da
velocidade de destruicdo dos hepatécitos (SHERLOCK & DOOLEY, 2002). Em
nosso estudo, niveis séricos elevados de AST e ALT foram observados nos
animais colestaticos, sem diferenca quanto as dietas estudadas. Os nossos
resultados estdo de acordo com outros experimentos encontrados na literatura,
com aumento de AST (KRAHENBUHL et al., 2000) e de ALT (MURIEL &
MORENO, 2004) em animais com obstrucao biliar.

O aumento dos niveis séricos de globulina foi observado nos animais com
colestase, independentemente do tipo de dieta. GOUMA et al. (1986) encontram
aumento de a, B e y globulina em animais com ligadura do ducto biliar e, segundo
esses autores, diferentes mecanismos podem ser responsaveis pelo aumento
dessas proteinas. A IgA é excretada na bile e pode ser regurgitada no soro apo6s
ligadura do ducto biliar. SUNG et al. (1995) observaram em pacientes com
obstrucao biliar supressao da secrecao de IgA na bile e elevado nivel sérico desta
imunoglobulina. Estudos experimentais (DEITCH et al., 1990) e clinicos (WELSH
et al., 1998) mostram que ocorre comprometimento da integridade da mucosa
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gastrointestinal na colestase obstrutiva, permitindo a passagem de bactérias
entéricas e endotoxinas; e a endotoxemia pode causar aumento dos niveis de IgA
e IgG circulantes (OHSHIO et al., 1988).

A hepatomegalia, encontrada nos animais com colestase, reflete a
deposicdao de tecido conjuntivo, a formacdo de nddulos regenerativos e a
proliferacdo ductal (WASER &TAN, 1999). Outros estudos experimentais, com
ratos submetidos a ligadura do ducto biliar, também mostraram maior peso do
figado (TAKITA et al., 1988; KRAHENBUHL et al., 2000; De VRIESE et al., 2001)

O aumento do peso e do conteudo de agua do bagco é conseqliente a
congestdo esplénica devido a hipertensdo portal, causada pela cirrose biliar
secundaria a colestase (KARRER & BENSARD, 2000).

O aumento de agua do figado e, conseqlientemente, formacao de edema
na colestase pode ser explicado por dois mecanismos: 1) a colestase causa
desnutricdo, com diminuicdo da producdo de ATP, prejudicando a funcao da
ATPase dependente de Na* e de K*, levando ao aumento de Na" intracelular,
causando o edema intracelular; 2) a colestase causa lesdo hepatica e, portanto,
cirrose que prejudica o metabolismo de aldosterona (secrecao elevada), levando
ao aumento da reabsorgao tubular de Na* e assim ao edema tissular (PALMER et
al.,, 1992; ABRAHAM & SCHRIER, 1994; PENA, 1995). A hipoalbuminemia, que
foi observada nos animais com colestase, também pode contribuir para a
formacédo do edema na colestase. Em nosso estudo, ndo foi observada presenca
de ascite nos animais.

O efeito da dieta GC diminuindo o conteudo de gordura do figado nos
animais com colestase pode ser explicado pela maior quantidade de fibrose
observada nesses animais (ver abaixo). Nos animais sem colestase a dieta SG
associou-se a menor conteudo de gordura do figado devido ao fornecimento de
gordura dessa dieta, mas ndo pudemos demonstrar diferenca significativa na
presenca de colestase (LSG e LGC).

A colestase associou-se a maior fibrose portal, proliferacao ductal, fibrose
pericelular, degeneragédo hidropica, necrose e mitose, independentemente da
dieta. A dieta GC associou-se maior intensidade da fibrose portal e da

proliferacao ductal nos animais com colestase do que a dieta SG.
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A maior intensidade da fibrose portal nos animais com a dieta GC pode
ser causada pelo estresse oxidativo, em particular a peroxidagéo lipidica. Esta
pode induzir a sintese de colageno na colestase experimental (AYKAC et al.,
1989; MURIEL & MORENO, 2004) e, dessa forma, produzir fibrose hepatica. A
gordura de coco foi associada a maior estresse oxidativo do que o 6leo de soja
em animais sem colestase (OLIVEROS et al., 2004), assim, podemos supor que a
dieta com gordura de coco de babacu agrava a fibrose por esse mecanismo.

Por outro lado, o menor nivel de vitamina A nos ratos colestaticos com
dieta GC pode também explicar a fibrose mais intensa nesses animais, pois
quando ha diminuicao da vitamina A disponivel ocorre estimulo a fibrose. A maior
fibrose leva a diminuicdo das células de Ito (células hepaticas estreladas), que
armazenam retinol, e a diminuicdo de vitamina A estimula a ativagdo das células
de Ito em miofibroblastos, o que intensifica a deposicéao de fibrose (OHATA et al.
1997; FRIEDMAN, 2000; CHEN & ZHANG, 2003).

A maior proliferacao ductal associada a dieta GC pode ser explicada pelo
estresse oxidativo causado pela gordura saturada. Em animais com colestase, a
ativacao do Fator Nuclear Kappa B (NF-kappaB) ocorreria por acdo de espécies
reativas de oxigénio (peroxido de hidrogénio) (BYUN et al., 2002). O NF-kappaB
estimula a transcricdo dos genes do TNF-a (LIU, 2005); que por sua vez estimula
a proliferacao ductal.

Deems et al. (1993) comparando dietas com diferentes proporcoes de
gordura (6leo de acafroa), mostraram que em animais colestaticos a dieta rica em
gordura (30% das calorias totais) acompanhou-se de maior fibrose hepética e
proliferacao ductal do que a dieta pobre em gordura (3% das calorias totais).

Correlacao positiva entre a intensidade da fibrose portal e a intensidade
da proliferacao ductal ocorreu nos dois grupos com colestase. Essa correlagao é
esperada, pois neste modelo experimental estas duas lesées estdo intensamente
relacionadas uma com a outra (PINZANI & MILANI, 1998).

No grupo LGC houve também correlagdo positiva entre a esteatose e a
degeneracao hidrépica. A degeneracao hidropica esta relacionada a retencao de
acidos biliares, que causa lesao dos hepatdcitos com destruicao das mitocondrias
e assim prejudica o metabolismo das gorduras. No grupo LSG, a frequiéncia de

mitoses correlacionou-se negativamente com a esteatose, sugerindo que quando
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existe menor lesdo dos hepatécitos (com prejuizo no metabolismo das gorduras)
ocorre mais mitose.

Nos dois grupos com colestase houve correlacdo negativa entre mitose e
fibrose pericelular. Isso sugere que quando a lesdo do hepatécito € mais intensa
e, portanto, ha mais fibrose ocorre menos mitose que sugere menos regeneragao
hepatica.

A correlacdo negativa entre a freqiiéncia de mitoses e a intensidade da
proliferacdo ductal, que ocorreu no grupo LSG, talvez seja explicada pelo desvio
para a transformacdo de células ovais em colangiécitos, diminuindo a
transformacao de células ovais em hepatécitos. As células ovais (originadas das
células tronco) sao bipotentes, ou seja, podem dar origem tanto a colangiécitos
quanto a hepatécitos (OH et al., 2002; FAUSTO & CAMPBELL, 2003; ZHANG et
al., 2003). Embora ndo haja evidéncias na literatura, a partir dos nossos
resultados podemos sugerir que a transformacdo num sentido diminua a
transformacao no outro sentido.

No grupo LSG, a correlacdo negativa entre a freqiiéncia de mitoses e a
intensidade da fibrose portal é justificada pela existéncia de correlacdo negativa
entre mitoses e proliferacao ductal e pela correlagdo positiva entre fibrose portal e
proliferacdo ductal, ja que estas duas lesdes estéo relacionadas uma com a outra.

Tendo em vista nossos resultados, sugerimos que a cirrose biliar
secundaria seja tratada com dieta contendo baixo teor de gordura, com
suprimento adequado de &cidos graxos essenciais.




Conclusoes




Conclusoes 69
6. CONCLUSOES

= A dieta com gordura de coco de babacu tem efeito hipercolesterolémico tanto

na cirrose biliar secundaria como na auséncia de cirrose biliar secundaria.

= A dieta com baixo teor de 6leo de milho evita os efeitos da cirrose biliar
secundaria sobre a elevacao dos niveis séricos de LDL-c, VLDL-c e TG,

observada com a dieta com gordura de coco de babacu.

= A dieta com baixo teor de 6leo de milho evita os efeitos da cirrose biliar

secundaria sobre a diminuicdo dos niveis séricos de vitamina A.

= A dieta com gordura de coco de babacu comparada a dieta com baixo teor de
6leo de milho diminui 0 tempo de sono e aumenta a atividade sérica de alanina

aminotransferase na auséncia de cirrose biliar secundaria.

= A dieta com gordura de coco de babacu comparada a dieta com baixo teor de
6leo de milho diminui o conteudo de gordura do figado na cirrose biliar
secundaria e aumenta o conteudo de gordura do figado na auséncia de cirrose
biliar secundaria.

= A dieta com gordura de coco de babacu comparada a dieta com baixo teor de
6leo de milho aumenta a intensidade da fibrose portal e a intensidade da
proliferacdo ductal na cirrose biliar secundaria. Com ambas as dietas, a
intensidade da fibrose portal e a intensidade da proliferagdo ductal aumentam
no mesmo sentido, mas na dieta com gordura de coco de babacu esse

aumento é maior.

= Na dieta com gordura de coco de babagu a esteatose e a degeneracao
hidrépica também aumentam no mesmo sentido, enquanto a freqiéncia de

mitoses e a fibrose pericelular aumentam em sentidos opostos.

» Na dieta com baixo teor de éleo de milho a freqliéncia de mitoses aumenta em
sentido oposto da intensidade da fibrose portal, da proliferacdo ductal, da
fibrose pericelular e da esteatose.
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