" http://dx.doi.org/10.4322/rbcv.2015.113

104

Avaliacao clinica e enzimatica de caes com hepatite toxica aguda
tratados pela silimarina

Clinical and enzymatic evaluation in dogs with acute toxic hepatitis
treated by silymarin

*kk

Deila Rosély Schossler,* Jodo Eduardo Schossler** e Candido Fontoura da Silva

Resumo

Neste experimento foi utilizado o tetracloreto de carbono como agente experimental de produgéo de hepatite toxica
aguda e posterior tratamento pela silimarina. Foram utilizados trés grupos de cinco cées, sendo todos intoxicados pelo
tetracloreto de carbono na dose de 0,5ml/kg, dos quais, os grupos |l e Il foram tratados pela silimarina, na dose de 4mg/
kg/24hs e 8mg/kg/24hs, respectivamente, durante 15 dias. Observou-se o estado clinico e sensibilidade hepatica dos
animais, bem como foram mensuradas a ALT e FA, 24 horas antes do inicio do experimento e posteriormente em
intervalos de 48 horas, durante 15 dias. Todos os animais apresentaram inapeténcia inicial e diarréia com estrias de
sangue, normalizando-se ap6s 24 horas. A sensibilidade hepatica foi de menor intensidade nos grupos llell. AALT e
FA mostraram-se aumentadas em todos os animais, atingindo 307,5 e 8,5 vezes, respectivamente, os valores normais,
sendo que a ALT apresentou-se menor nos animais tratados. Diante disto, conclui-se que a silimarina é capaz de
diminuir os niveis de ALT, em animais intoxicados pelo tetracloreto de carbono, indicando um efeito regenerador hepati-

co, ndo havendo diferenca significativa entre as doses empregadas nos animais tratados.

Palavras-chave: figado; silimarina; caes.

Introducao

As hepetopatias constituem-se numa alteragéo clinica de
relativa freqiiéncia na casuistica médico-veterinaria, sendo
que as opgdes terapéuticas disponiveis comercialmente
restringem-se, em sua maioria, a utilizagdo de uma com-
binagdo de complexos vitaminicos e estimulantes do me-
tabolismo hepatico, aos quais é atribuido um efeito
hepatoprotetor e hepatoestimulante, esperando-se propor-
cionar meios para a recuperagéo normal do tecido hepati-
co lesado.

O emprego da silimarina tem sido estudado por varios
autores (Bulles et al., 1975, Bindoli et al., 1977, Candel et
al., 1978, Magliulo et al., 1979, Lorenz et al, 1984,
Valenzuela & Guerra, 1985, Yao-Cheng, 1991, Conti et al,
1992, Muriel et al., 1992, Hakova & Misurova, 1993, Wu et
al., 1993) devido a sua agao hepatoprotetora.

A silimarina, uma 3-oxiflavona, tem como seu componen-
te principal a silibina, e como componentes secundarios
os isdbmeros desta, que sdo a silidianida e a silicristina
(Bulles et al., 1975, Lorenz etal., 1984, Arcari et al., 1992,
Muriel et al., 1992). Trata-se de uma substancia ativa, ori-
ginada do caldo mariano (Silybum marianum), tendo sido
comprovado como um agente anti-hepatotéxico efetivo

contra os efeitos toxicos de vérias substancias, incluindo
o tetracloreto de carbono, porém seu mecanismo protetor
ainda nao foi totalmente elucidado, mas a teoria mais aceita
é que a silimarina provoca uma agao estabilizadora de
membrana, prevenindo ou inibindo a peroxidagao lipidica
(Bindoli et al., 1977, Magliulo et al., 1979, Valenzuela &
Guerra, 1985, Yao-Cheng, 1991, La Lastra et al., 1992,
Muriel et al., 1992).

A silimarina é um farmaco de comercializagdo recente para
uso humano que, segundo informagdes do fabricante, pro-
porciona um efeito estimulante especifico sobre os
hepatécitos, com aceleragédo do processo regenerativo
celular e por consequéncia na recuperacgéo das
hepatopatias.

De acordo com Haroka & Misurova (1993), a silimarina é
capaz de proteger as células hepéaticas diretamente pela
estabilizagdo de estruturas da membrana, por diminui¢éo
da permeabilidade e alteragao no contetdo lipidico desta.
A silimarina também pode influenciar no metabolismo
intracelular incluindo a sintese de RNA.

O tetracloreto de carbono (CCl,) é um hidrocarboneto
clorado, quimicamente afim do cloroférmio. Foi prepara-
do pela primeira vez em 1849, e foi utilizado por Simpson,
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o descobridor da anestesia cloroférmica, mas logo foi aban-
donado devido a sua alta toxicidade (Goodman & Gilman,
1991). Este composto foi a primeira droga realmente efi-
caz no tratamento das fascioloses, sendo seu uso como
anti-helmintico substituido por outras drogas menos téxi-
cas (Frimmer, 1982, Meyer Jones et al., 1983).

Atualmente o tetracloreto de carbono é usado como
reagente e solvente na industria quimica. Também é uti-
lizado como droga capaz de provocar hepatite téxica em
animais de experimentagcdo (Gallagher, 1961,
Pérez,1964). O tetracloreto de carbono é um agente
bloqueador da secregéo de triglicerideos do figado para
0 sangue, resultando num acimulo de gordura nos
hepatécitos (Pérez, 1964, Frimmer, 1982), produzindo
uma hepatite toxica aguda.

Objetivando-se avaliar a agéo da silimarina sobre os niveis séricos
de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA), fo-
ram utilizados trés grupos de cinco animais intoxicados pelo
tetracloreto de carbono, sendo entéo dois grupos submetidos
ao tratamento com diferentes dosagens de silimarina.

Material e método

A experimentag&o foi desenvolvida utilizando-se o c&o (Ca-
nis familiaris), contando com 15 animais de idade e peso
varidveis, sendo oito fémeas e sete machos, sem raca
definida, clinicamente sadios, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Maria.

Os caes foram alojados em box individuais, em condigdes
de luminosidade e temperatura naturalmente mantidas, e
receberam ragéo balanceada padronizada diariamente e 4gua
ad libitum. Os animais foram submetidos a um periodo de
adaptagéo de uma semana anterior ao inicio do experimento.

Todos os animais receberam 0,5ml/kg de tetracloreto
de carbono® adicionado de igual porgdo de 6leo vegetal®,
administrado através de sonda gastrica, com o animal
sob anestesia geral realizada com tiopental sédico®, na
dose de 25mg/kg, por via intravenosa. Foram dispostos
aleatoriamente em trés grupos de cinco animais cada,
numerados de 1 a 5, da seguinte maneira:

* Grupo I: somente intoxicados.
* Grupo Il: intoxicados e tratados com 4mg/kg de silimarina®.
* Grupo lil: intoxicados e tratados com 8mg/kg de silimarina.

A silimarina foi administrada oito horas apds estabelecida
a intoxicagdo, em suspensdo liquida, por via oral, em
intervalos de 24 horas durante 15 dias. As enzimas hepa-
ticas ALT e FA, foram mensuradas previamente a intoxica-
¢ao, bem como 24 horas ap6s e sequencialmente em in-
tervalos de 48 horas até o final do periodo experimental no
décimo quinto dia.
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O sangue dos animais foi colhido através de venipungéo
cefélica, utilizando-se seringas de vidro de 5m esteriliza-
das e agulhas descartaveis de calibre 25x8, tendo sido
acondicionado em tubos de ensaio sem anticoagulante.

A centrifugagao foi realizada durante 15 minutos a 1.500
rotagoes por minuto, imediatamente apds a colheita. Apés
obteng&o do soro, no qual foram feitas as dosagens de
ALT e FA no mesmo dia da colheita, empregando-se
kits enzimaticos Bioclin® de alanina aminotransferase e
fosfatase alcalina, com determinacédo das absorbancias
através de espectrofotometria.

Durante o periodo do experimento foi observado o estado
clinico em cada animal: micg&o, defecagéo, coloragdo das
mucosas e a sensibilidade hepética; para esta avaliacdo
foi usado o seguinte protocolo:

—:sem reagao

+ : reagdo ao toque profundo

++: reagao ao toque superficial

+++: reacao ao toque SUperficial, com vocalizagao

Os valores de ALT e FA, de cada grupo, foram transforma-

dos em média e submetidos a andlise de variancia, segui-
da pelo teste de Tukey, com significancia P<0,05.

Resultados .

Apds 24 horas da intoxicagéo, as dosagens séricas de
ALT apresentaram-se aumentadas em todos os animais.
Quando analisados os valores do tempo zero como re-
feréncia, em relagéo aos tempos subseqtientes, obser-
va-se que, no grupo | ocorreu aumento de 40 a 60 vezes
os valores iniciais, no grupo Il de 5,8 a 52 e no grupo |l
de 8,6 a 28,52 os valores do tempo zero (Figura 1).

!
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Figura 1: Representagéo grafica da variagao das médias dos valores
da alanina aminotransferase (UI/l), no soro de cées intoxicados pelo
tetracloreto de carbono, sem tratamento (Grupo 1), tratados com
silimarina na dose de 4mg/kg (Grupo Il) e tratados com silimarina na
dose de 8mg/kg (Grupo Ill), obtidos ao final do experimento.

Fontes de aquisig&o: * Carbono Tetracloreto: Cetus Ind.Com.Prod.Quim. Ltda. Santo Amaro, SP;* Oleo de Milho Gilda: Ind. J. B. Duarte S.A. S&o Paulo,
SP.;¢ Thionembutal: Abbott Laboratérios do Brasil Ltda. Sdo Paulo, SP.; ?Legalon: BYK Quimica e Farmacéutica Ltda. Diadema, SP.;® Bioclin Test:
Quimica Basica Ltda. Belo Horizonte, MG
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As dosagens de FA apresentaram-se levemente aumen-
tadas 24 horas ap6s o inicio do experimento, indicando
no grupo | um aumento de 1,3 a 2,6 vezes os valores inici-
ais, no grupo Il até 3,8 vezes e no grupo Il 1,25 a 2 vezes
os valores prévios a intoxicagao. Durante todo o experi-
mento os niveis de FA, na maioria dos animais, apresenta-
ram-se dentro dos limites fisioldgicos para a espécie, sen-
do que ao final do periodo experimental todos apresenta-
vam valores normais (Figura 2).

Todos os animais do grupo | apresentaram soro ictérico
24 horasapésa intoxicagdo, enquanto o mesmo somente
ocorreu nos animais 1e3do grupo lie no grupo lll somen-
te no animal 4.

un

Grupo | rupo Il Grupo il

Figura 2: Representacao gréfica da variagdo das médias dos valores
da fosfatase alcalina (Ul/l), no soro de caes intoxicados pelo
tetracloreto de carbono, sem tratamento (Grupo I), tratados com
silimarina na dose de 4mg/kg (Grupo ll) e tratados com silimarina na
‘dose.de 8mg/kg (Grupo [il), obtidos ao final do experimento.

A sintomatologia evidenciada pela totalidade dos animais
foi de anorexia no periodo inicial do experimento e diar-
réia com estrias de sangue, desaparecendo apds 24 ho-
ras da intoxicacdo. Todos os animais apresentaram co-
loragdo de mucosas normais, micgdo diminuida entre
216'e 360 horas do experimento e coloragédo da urina
normal.

Os animais do grupo | apresentaram sensibilidade hepa-
tica ao toque chegando a trés cruzes. No grupo Il, os
animais 1, 4 e 5 ndo apresentaram sensibilidade hepatica,
o animal 2 apresentou duas cruzes e o animal 3 apresen-
tou uma cruz. No grupo lll, somente o animal 4 manifes-
tou uma cruz de sensibilidade hepética.

Houve diferenca significativa da ALT, (P<0,05), entre os
animais tratados e controle, porém ndo houve diferenca
significativa entre as doses. O teste de Tukey foi aplicado
protegido pelo teste F.

Nao houve diferencga significativa da FA, entre os animais
tratados e controle, nem entre doses (P<0,05). O teste de
Tukey nao foi protegido pelo teste F.
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Discussao

Os animais apresentaram sintomatologia semelhante a
descrita por Marques et al. (1982), entretanto, ndo obser-
vando-se vomitos e ictericia citados por Perez (1964), Meyer
Jones et al. (1983) e Goodman & Gilman (1991).

A diarréia ocorrida ao inicio da intoxicagédo é semelhante &
atribuida por Gallagher (1961) a lesdo da mucosa
gastrointestinal provocada pelo tetracloreto de carbono,
que, devido a sua rapida absorgéo resulta em imediata
reversdo desta alteracdo. Segundo Gallagher (1961) e
Frimmer (1982), esta absorgdo ocorre através da veia por-
ta atingindo o figado como érgéo-alvo.

N&o ha citacao na literatura referente a menor sensibili-
dade hepatica, observada neste experimento, nos animais
tratados com silimarina, que pode ser atribuida a menor
lesdo hepatica observada através dos niveis séricos de
ALT e FA.

Todos os animais apresentaram oliguria, concordando
com Goodman & Gilman (1991), que relataram o
envolvimento renal em animais intoxicados pelo
tetracloreto de carbono, manifestando-se com oligaria
gue pode culminar em aproximadamente uma semana
com anuria. Tal ocorréncia nao foi observada nos ani-
mais deste experimento. '

O aumento das enzimas ALT e FA foi observado em todos
os animais, 24 horas apds a intoxicagao, concordando com
Gallagher (1961) que afirma que o aumento da
permeabilidade da membrana dos hepatdcitos inicia-se
entre uma e trés horas apds a intoxicac¢ao pelo tetracloreto
de carbono. Ocorre liberagao sérica destas enzimas que
normalmente sdo intracelulares, portanto, o aumento nos
niveis de ALT e FA ocorre devido ao dano hepatico causa-
do pelo agente intoxicante (Conti et al., 1992).

O aumento da ALT foi mais acentuado que a FA, aumen-
tando em até 60 vezes os valores do tempo zero, utiliza-
dos como referéncia, enquanto que a FA aumentou 3,8
vezes, semelhantes aos achados de COLES (1984) que
observou aumento de duas a trés vezes nos niveis séricos
de FA, enquanto que os niveis de ALT cresceramde dez a
vinte vezes, em animais intoxicados pelo tetracloreto de
carbono.

O maior aumento da ALT do que a FA pode ser atribuido
aos danos diretos nos hepatécitos produzidos pelo
tetracloreto de carbono, resultando em aumento da
permeabilidade da membrana e necrose dos hepatdcitos,
ocasionando liberagdo da ALT no plasma, conforme indi-
cacdo de COLES (1984), Bogin et al. (1989), meyer et al.
(1992) e Muriel et al. (1992).

O leve aumento da FA, 24 horas apés a intoxicagédo, nao
foi significante, concordando-se com Meyer et al. (1992)
gue afirmam ser uma enzima de indugéo, necessitando
um estimulo para aumentar sua produgao; consequiente-




mente, seu aumento nao é imediato, sendo menor e mais
gradual que a ALT. Este aumento, 24 horas apds, indica
nao haver obstrugéo dos ductos biliares, uma vez que
trata-se de uma enzima colestatica segundo Cornelius
(1989). ‘

O aumento das enzimas hepaticas ocorreu nos trés gru-
pos, combinando com trabalhos realizados por Lettéron
etal. (1990) e Conti et al. (1992); entretanto, nos animais
tratados a ALT foi significantemente menor que nos ani-
mais utilizados como controle, concordando com Lettéron
et al. (1990) e contrariando Conti et al. (1992) que nio
obtiveram diferenca utilizando doses de 25, 82,5, e 250mg/
kg de silimarina em ratos intoxicados pelo tetracloreto de
carbono.

Em varios experimentos, utilizando-se diferentes agentes
causadores de disfun¢des hepaticas tratados pela silimarina
em diferentes dosagens, tais como 100mg/kg (WU et al. ,
1993) e 200mg/kg (Muriel et al., 1992), foram observados
menores aumentos dos niveis de ALT e FA nos animais
tratados. Os dados obtidos no presente experimento es-
tao parcialmente em conformidade com os autores cita-
dos, no qual foi constatado diferenca significativa apenas
daALT.

Nos experimentos realizados por Candel et al. (1978) e

Muriel et al. (1992), os niveis enzimaticos permaneceram
relativamente estaveis, dentro dos limites fisiolégicos,
contrariando o presente experimento.

Candel et al. (1978), Muriel et al. (1992), Wu et al. (1 993)
administraram a silimarina anteriormente ao agente cau-
sador da disfungéo hepética, variando esta administragao
de 5 minutos (Wu et al., 1993) a 5 dias (Candel et al.,
1978), obtendo assim um efeito protetor anterior a
hepatopatia. Este fato, associado as altas dosagens de
silimarina, pode ser responsabilizado pelo pequeno aumen-
to da ALT e FA em animais tratados.

Neste experimento o tratamento foi iniciado 8 horas apos
a intoxicagao com tetracloreto de carbono, que segundo
Gallagher (1961) inicia sua ag&o imediatamente apds sua
absorgéo e, apds 6 horas, podem ser detectados sinais
de intoxicagéo através da mensuragdo das enzimas he-
paticas. O tratamento, portanto, foi iniciado apés instala-
da a hepatite téxica aguda, explicando assim o aumento
dos niveis enzimaticos de ALT acima dos limites fisiolégi-
COs para a espécie.

Nos experimentos realizados por Salmi & Sarna (1982) e
Buzzeli (1993) foram tratados pacientes humanos porta-
dores de hepatopatia. Salmi & Sarna (1982) observaram
diminuicao nos niveis de ALT, mas ndo de FA em relagao
ao controle, combinando com o presente trabalho, en-
quanto que Buzzeli et al. (1993) observaram diminuigao
da ALT e FA, concordando parcialmente com este expe-
rimento.
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-As alteragdes das enzimas hepaticas observadas nesta

pesquisa indicam um efeito protetor da silimarina no
figado frente a intoxicagéo pelo tetracloreto de carbono,

- que segundo Friebrich & Koch (1979), Valenzuela & Guerra

(1985) e Yao-Cheng (1991) é atribuido a contencdo da
peroxidagao lipidica pela silimarina, contrariando Lettéron
etal. (1990), que afirmam que este efeito somente ocorre
quando empregadas altas dosagens de silimarina. Con-
forme citagdo de Muriel et al. (1992), esta protecéo foi
parcial, enquanto que a protec¢ao total ocorreria quando a
atividade enzimatica é preservada, mantendo-se dentro
dos limites fisiolégicos para a espécie. Nos animais des-
te experimento os valores enzimaticos de ALT estiveram
acima dos valores normais para a espécie.

N&o houve diferenga nos niveis de FA entre os trés grupos
do presente experimento, sendo que um animal de cada
grupo apresentou valor de FA além dos limites fisiolgi-
cos, que conforme Cornelius (1989) e Meyer et al. (1992)
indica a ocorréncia de colestase. Nos demais animais,
houve pequeno aumento da FA, atribuido por Meyer et al.
(1992) a congestéo do fluxo biliar causado pela morte dos
hepatdcitos.

Os trés animais que apresentaram colestase ja apresen-
tavam niveis elevados de FA antes da intoxicagzo, prova-
velmente oriunda de outros tecidos, por ndo se tratar de
uma enzima hepatoespecifica (Kramer, 1984, Bogin et al.,
1989, Meyer et al., 1992). Como estes animais aparenta-
vam aproximadamente seis meses de vida, este aumento
pode ser atribuido & fosfatase alcalina 6ssea, proveniente
da grande atividade osteoblastica desta fase de cresci-
mento (Cornelius, 1989).

Os animais deste experimento ndo apresentaram icteri-
cia, porém foi observado soro ictérico em oito animais que,
segundo Meyer et al. (1992), é manifestado quando a
bilirrubina alcanga niveis entre 2 e 3mg/d| que, provavel-
mente, ndo foi atingida na totalidade dos animais utiliza-
dos. ' -

Conclusoes

Diante das observagées obtidas no presente experimento
€ permitido concluir que: :

—aintoxicag&o por tetracloreto de carbono em cies induz
0 aparecimento de anorexia e diarréia sanguinolenta;

—Nnao ocorreu aumento significativo da FA;

— a utilizag&o da silimarina foi capaz de produzir diminui-
¢80 nos niveis séricos de ALT, nos animais intoxicados
pelo tetracloreto de carbono;

— doses de 4mg/kg e 8mg/kg, a cada 24 horas, por via
oral, de silimarina, ndo determinam diferenca significati-
va, entre elas, da atividade da ALT de c3es intoxicados
pelo tetracloreto de carbono.

s
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Abstract

Acute toxic hepatitis was induced with oral administration of carbon tetrachloride (0,5ml/kg). Three groups of five
dogs each were used, all animals were intoxicated. Group | served as control while groups Il and Ill received orally 4mg/
kg/day and 8mg/kg/day, respectivelly, of silymarin, for 15 days. Serum ALP and SAP activity levels were measured 24
hours prior to intoxication, then every 48 hour for 15 days. During the first day all animals presented prostration and
diarrhea with bloody strains. Signs of pain in response to external palpation was reduced in groups Il and lll. ALP and
SAP were increased in all animals. This increase reached 307.5 and 8.5 fold for ALP and SAP respectivelly. ALP levels
were lower in treated animals. In conclusion, the results suggest that silymarin is capable of preventing the elevation of
serum ALP levels during carbon tetrachloride intoxication. The apparent liver regeneration effect was not different between

the two dosages used.

Keywords: liver; silymarin; dogs.
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Prémio Pesauisa WALTHAM

O Prémio de Pesquisa Waltham é uma realiza¢do da EFFEM BRASIL, Inc., e vem-se tornando, nos ltimos sete anos, um
grande estimulo ao desenvolvimento e divulgagdo de novas informagdes, pesquisas e avancos da medicina veterindria de
animais de estimagdo. A cada nova edi¢do cresce a participacdo de estudantes e faculdades de veterindria de todo o Brasil.
Destinado aos alunos de Medicina Veterindria dos dois dltimos anos de qualquer faculdade de Veterindria do Brasil.

A comissdo julgadora € composta de dois veterindrios da Effem Brasil, Inc. e por outros trés médicos-veterinarios especial-
mente convidados.

Os vencedores (aluno e orientador) participam do WALTHAM VETERINARY STUDENTS WEEK, na Inglaterra.

Durante essa semana, também estdo programadas visitas ao CENTRO DE PESQUISAS WALTHAM e i fabrica da PEDIGREE
PETFOODS, unidades do grupo MARS.

Em 1998, com o tema: NUTRI(;AO E/OU CLINICA E/OU CIRURGIA DE CAES E/OU GATOS, foram inscritos 21 trabalhos, e
os vencedores foram:

1°lugar: Trabalho: QUILOTORAX EM GATOS
Autora: Renata de Castro M. de Barros
Orientadora: Heloisa Justen Moreira de Souza
Faculdade: Plinio Leite - RJ

2lugar: Trabalho: DERMATOSES RESPONSIVAS AOQ ZINCO EM CAES
Autora: Maria Cristina Silva Vianna de Souza
Orientadora: Regina Ramadinha
Faculdade: Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — RJ
3°lugar: Trabalho: ENDOCARDITE BACTERIANA EM CAES ASSOCIADA A DOENCA PERIODONTAL
Autora: Fabiana Buassaly

Orientadora: Patricia Chamas
Faculdade: UNIP - SP

. Vet.,, v. 5, n. 3, p. 104-109, set./dez. 1998



