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RESUMO

A presente investigacéo teve por objetivo avaliar o efeito hepatoprotetor de tratamentos com o composto de
N- Acetil DL- Metionina (5%) + Cloreto de Colina (2%) + Cafeina (1%) + Tiamina Cloridrato (1%) +
Nicotinamida (0,5%) + Piridoxina Cloridrato (0,04%), administrado via Intramuscular (IM) nas doses de 0,2;
0,6 e 1,0 L/Kg de peso vivo (PV) , através do estudo leucocitario em ratos Wistar, submetidos a intoxicagéo
aguda com CCl;. Fémeas (N=147) foram distribuidas aleatoriamente em 21 grupos, constituindo seis
diferentes tratamentos, sendo avaliados sete animais por grupo em quatro periodos: dois, quatro, seis e oito
dias pds-intoxicacdo induzida pelo CCl,. Verificou-se neste estudo quadros de eosinofilia e monocitose
absoluta em animais ndo tratados e tratados com a dose minima de 0,2 mL, sendo estes efeitos
significativamente amenizados em animais tratados com 0,6 e 1,0 mL do composto hepatoprotetor/kg de
PV. Os animais intoxicados e ndo tratados apresentaram um quadro de trombocitopenia, quando
comparado a animais intoxicados e tratados. Houve neutropenia e linfocitose absoluta em todos os ratos
intoxicados com CCl,4, ndo existindo diferenga entre os tratamentos. A andlise do leucograma demonstrou
gque o tratamento com o composto hepatoprotetor favoreceu a resposta leucocitaria, por atuar
beneficamente sobre a populagdo destas células, corroborando a hip6tese de que tais eventos amenizem
os efeitos deletérios da intoxicagéo por CCl, no tecido hepatico.
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ABSTRACT

The aims of this investigation was to evaluate the effect of hepatoprotective treatments with a compound
prepared by the association of N-Acetyl DL-Methionine (5%) + Choline chloride (2%) + Caffeine (1%) +
Thiamine hydrochloride (1%) + Nicotinamida (0,5%)+ Pyridoxine hydrochloride (0.04%), administered
through intramuscular (IM) route, at doses of 0.2, 0.6 and 1.0 mL/kg of BW, through the study of leukocytes
responses in rats submitted to acute intoxication with CCl,. 147 females were randomized into 21 groups,
performing five different treatments, which were evaluated seven animals in four periods: two, four, six and
eight days after CCls-induced intoxication. In this study, it was observed absolute eosinophilia and
monocytosis in animals untreated and treated with the lowest dose of 0.2 mL. These responses were
significantly better in animals treated with 0.6 and 1.0 mL/ kg BW. The untreated animals showed
thrombocytopenia, when compared to treated animals. Absolute neutropenia and lymphocytosis was
observed in all rats intoxicated with CCl4, there is no difference among treatments. The analysis of white
blood cells demonstrated that the hepatoprotective treatments favored the leukocyte response, by act
beneficially on the population of these cells, supporting the hypothesis that these events may reduce the
deleterious effects in liver tissue after intoxication by CCl,.
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Tratamento hepatoprotetor e a resposta leucocitaria de ratos intoxicados por CCl,

INTRODUCAO

Os animais estdo continuamente
expostos a diferentes tipos de substancias
potencialmente  toxicas, tais  como:
pesticidas, residuos industriais, alimentos
deteriorados, entre outros (Nevin e
Vijayammal, 2005). A maioria destes
compostos quimicos induz a peroxidagao
de lipidios mediada pela presenca de
radicais livres, resultando na lesédo de
biomembranas, consequentemente, pro-
movendo disfuncbes celulares e teciduais
(Cho et al., 2003).

Os processos peroxidativos envolvendo
lipidios de membrana celulares represen-
tam fatores cruciais na patogénese de
doencas relacionadas aos radicais livres,
resultando na ocorréncia de processos
inflamatérios e disfungcdes hepéticas
(Haliwell, 1997; Datta et al., 1998). Na
fisiopatologia destes processos, ocorre
intensa infiltracdo de células inflamatorias
para os tecidos lesados, agravando muitas
vezes o0 quadro clinico do animal (Yang et
al., 2006; Lin et al., 2008; Jain, et al., 2008),
comprometendo os mecanismos de reparo
e regeneracéo tecidual (Tracey, 2007).

De acordo com Macedo (2008), os
leucocitos circulantes séo células extrema-
mente importantes no desenvolvimento da
resposta inflamatéria, participando efetiva-
mente destes eventos. Neste contexto, a

analise leucocitaria sangiinea pode
fornecer subsidios importantes para o
auxilio diagnéstico e progndstico de

condicbes morbidas em populacdes de
animais (Tavares-Dias e Moraes, 2003).
Por outro lado, o tetracloreto de carbono
(CCly) € um agente quimico hepatotoxico
seletivo, atuando como xenobidtico na
inducdo de estresse oxidativo, causando
severas injurias no tecido hepético (Jeon et
al., 2003; Kanter et al., 2005).

Evidéncias indicam que nutrientes
antioxidantes, tais como: vitamina E,
selénio, entre outros, podem prevenir

lesdes hepaticas induzidas pelo tetracloreto

de carbono (Shen et al., 2005). Para Attia e
Ali (2006), os niveis de fosforo, potassio,
zinco, selénio, vitamina A, C e complexo B
presentes no bulbo do alho podem ter
contribuido na atividade antioxidativa em

ratos intoxicados com CCl,. Estudos
demonstraram que 0s processos de
recuperacdo hepatica séo favorecidos,

entre outros, pela biodisponibilidade de
aminoacidos (Krause et al., 2002; Nishitani
et al., 2005). Habu et al. (2003) e Nishitani
et al. (2005) verificaram a participagao
benéfica da suplementacao com
aminoacidos sobre a melhora no
metabolismo da glicose e albumina,
respectivamente, em ratos apresentando
cirrose induzida por CCl,.

Devido a importancia hepatoprotetora
gque representa metabolicamente a
atividade antioxidante e regenerativa dos
nutrientes supracitados, este estudo teve
por objetivo investigar o efeito do composto
medicamentoso formulado com base nestes
preceitos sobre a resposta leucocitaria de
ratos Wistar, submetidos a modelo classico
de intoxicagao aguda com CCl,.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 147 fémeas de ratos
Wistar, pesando de 180 a 230 gramas,
provenientes do biotério da Unesp de
Botucatu, em concordancia com protocolo
experimental aprovado pelo Comité de
Etica institucional da UNICASTELO
(Processo: 2277-2497/08). Foram avaliados
sete animais por tratamento em quatro
periodos, isto é: dois, quatro, seis e oito
dias ap0s a intoxicacdo induzida pela
aplicacdo de CCl,, via subcutanea, diluido
1:1 em dleo de oliva e administrado na dose
de 5mL/kg de peso vivo.

Os animais foram distribuidos em 6
grupos: Tl = nao intoxicados e nao
tratados; T2= intoxicados com CCl,; e nao
tratado; T3, T4 e T5 = intoxicados com CCl,
e tratados com as doses de 0.2, 0.6 e 1.0
mL/Kg de peso vivo do hepatoprotetor
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injetavel (Ouro Fino Saude Animal) (cada
100 mL contém: N- Acetil DL- Metionina
5,00 g; Cloreto de Colina 2,00g; Cafeina
1,00g; Tiamina Cloridrato 1,00g;
Nicotinamida 0,50g; Piridoxina Cloridrato
0,04g), respectivamente. Os tratamentos
com as diferentes doses do hepatoprotetor
injetavel foram realizados diariamente apds
a intoxicacdo dos animais com CCly,
através da administracdo intramuscular no
membro posterior direito, com intervalo
entre doses de 24 horas. O tratamento T2
(controle negativo) foi submetido a
administracdo de solucdao fisioldgica a 0,9%
na dose de 0,6 mL/kg de peso vivo, para
padronizacdo do estimulo de estresse por
captura e aplicacdo dos medicamentos.

Os animais foram anestesiados com
associacao cetamina 10% e xilazina 2% na
proporcdo de 6:1, administrada via
intramuscular na dose de 1 mL da
solugéo/kg de PV, para colheita de sangue
da veia cava caudal, utilizando-se heparina
sodica como anticoagulante. Na
determinacdo do leucograma foi utilizado
contador automatico de células sanguineas
(Modelo CC510, CELM - Cia. Equipadora
de Laboratorios Modernos) e a contagem
de leucdcitos e trombdcitos foi realizada
manualmente em camara de Neubauer. No
momento da coleta de sangue, pequenas
amostras sem  anticoagulante  foram
destinadas a confeccdo de extensdes
sanglineas para a contagem diferencial de
leucocitos. ApOs coloracdo com May-
Grunwald-Giemsa-Wright, foi realizada a
contagem de 200 células, estabelecendo o
percentual de cada tipo celular.

Os dados experimentais foram
submetidos a analise de variancia através
de um delineamento inteiramente
casualizado em parcela subdividida no
tempo, tendo como tratamentos principais
0S grupos experimentais (seis tratamentos)
e as subparcelas o periodo experimental (2,
4, 6 e 8 dias) utlizando-se o0 pacote
estatistico SAS, pelo procedimento PROC
MIXED, versdo 8.2 (Statistical Analysis
System, 2001). As comparacfes multiplas

foram aferidas pelo teste T ao nivel de 95%
de confianca e acordo com Snedecor e
Cochran (1980).

RESULTADOS

No estudo trombocitario de animais
intoxicados (Figura 1), verificou-se aumento
circulante no numero de plaquetas no
segundo dia e trombocitopenia no oitavo dia
apos a administracdo do toxicante, sendo
que estes resultados ndo apresentaram
significancia estatistica. Enquanto, o estudo
leucocitario demonstrou elevado niamero de
leucdcitos totais no quarto e sexto dias,
sendo seguido por leucopenia no oitavo dia
do processo patolégico, ndo ocorrendo
diferenca  significativa  (P>0,05) na
observacéo destes resultados (Figura 1).

Na contagem diferencial de leucécitos,
nao se observou variagdes significativas
(P>0,05) no niamero absoluto e relativo de
neutréfilos segmentados circulantes na
comparacao entre animais submetidos ou
ndo a intoxicacdo, dois dias apos a
aplicacdo do CCl, (Figura 2 e Tabela 1,
respectivamente). Porém, nesta mesma
analise, ratos tratados com 0,2 e 0,6 mL do
protetor hepatico apresentaram neutropenia
relativa e absoluta em relacdo aos animais
tratados com 1,0 mL do hepatoprotetor/kg
de PV.

No quarto dia de evolugcdo do quadro
clinico de intoxicagcdo, constatou-se
diminuicao significativa (P<0,05) no niumero

absoluto e relativo de neutrdfilos
segmentados em animais que foram
submetidos ao toxicante quando
comparados ao grupo de ratos nao

intoxicados (T1), permanecendo relativa-
mente baixa (P<0,05) a contagem celular
no sexto dia, ndo existindo variacdes
leucocitarias para este parametro entre os
animais intoxicados (Figura 2 e Tabela 1).
Os ratos tratados com 0,6 mL (T4)
demonstraram neutropenia absoluta e
relativa no oitavo dia, no entanto, a
contagem de neutrofilos bastonetes (Figura
2 e Tabela 1) revelou aumento no namero
destas células neste mesmo periodo, indi-
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Figura 1 - Contagem de leucdcitos totais (A) e trom
diferentes tratamentos, apés intoxicacdo com CCl,

bdcitos (B) aferidos em ratos Wistar submetidos aos

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre

si pelo teste T (P=0,05),onde letra mailscula compara

tratamentos em cada dia analisado, e mindscula compara cada tratamento nos dias analisados.
T1= sem tratamento e sem desafio com o CCl,; T2= Sem tratamento e desafiado com CCl,; T3, T4 e T5 =
tratado com doses de 0,2; 0,6 e 1,0 mL/kg e desafiado com o CCl,, respectivamente.

cando a
leucacito.

Animais tratados com 1,0 mL do
hepatoprotetor (T5) apresentaram
monocitose absoluta e relativa (P<0,05) em
relacdo aos ratos nao intoxicados (T1), no
segundo dia ap6s a indugdo de
hepatotoxicidade pelo CCl;. Contudo, no
quarto dia, verificou-se monocitose em
todos os animais intoxicados, exceto aque-

recuperagdo plasmética deste

les submetidos ao tratamento com 1,0 mL
do antitoxico/lkg do PV. Neste periodo, 0
aumento relativo e absoluto na contagem
de mondcitos foi mais expressiva em ratos
intoxicados e nao tratados (T2).

No estudo linfocitario, verificou-se a
ocorréncia de linfocitose absoluta e relativa
no quarto e sexto dias, sendo significativo o
aumento (P<0,05) no namero de linfécitos
apenas nos animais tratados com 0,2 mL
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Figura 2 - Contagem diferencial de leucécitos absoluta aferidos em ratos Wistar submetidos aos tratamentos,
apos intoxicacdo com CCl,. T1= sem tratamento e sem desafio com o CCl,; T2= Sem tratamento e desafiado
com CCl,; T3, T4 e T5 = tratado com doses de 0,2; 0,6 e 1,0 mL/kg e desafiado com o CCl,, respectivamente.

do protetor hepéatico quando comparados
aos ratos nao intoxicados (Figura 2 e
Tabela 1, respectivamente). No entanto, a
contagem absoluta de linfécitos apresentou
aumento  significativo  (P<0,05) nas
concentragdes circulantes seis dias apos a
inducdo do quadro de intoxicacéo,
principalmente, para animais tratados com
0,6 e 1,0 mL do hepatoprotetor/kg de PV.

No oitavo dia de evolugdo do quadro
clinico, constatou-se normalizacdo para as
contagens absolutas de linfécitos em todos
os grupos (Figura 2), ocorrendo apenas
linfocitose relativa no grupo tratado com 0,6
mL do composto medicamentoso (Tabela
1). Porém, estes resultados né&o
apresentaram significancia quando
confrontados com os valores absolutos
observados neste mesmo grupo.

No estudo leucocitario, verificou-se
niveis normais nas contagens absolutas e
relativas de eosindéfilos em animais tratados
com 1,0 mL do hepatoprotetor, enquanto,
0s demais grupos submetidos a intoxicagéo
com CCly (T2, T3 e T4) apresentaram

eosinopenia significativa (P<0,0001)
gquando comparados aos ratos nao
intoxicados, dois dias ap0s a administracéo
do toxicante (Figura 2 e Tabelas 1).
Entretanto, no quarto dia, ocorreu
diminuicdo significativa (P<0,0001) no
namero absoluto e relativo de eosinofilos
circulantes nos animais tratados com 1,0
mL do antitoxico/kg de P.V. se comparados
aos outros tratamentos. O quadro clinico de
eosinopenia se manteve significativo até o
oitavo dia. Por outro lado, ndo se observou
variacbes nas contagens relativas e
absolutas de basdfilos, resultante do
pequeno numero de células presentes nas
extensfes sanglineas.

DISCUSSAO

Ohta et al (2006) demonstraram o efeito
hepatoprotetor da neutropenia causada
pela administracdo de antisoro anti-
neutrofilo sobre a diminuicdo da resposta
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Tabela 1 — Valores médios com respectivos desvios-padrdo e andlise de variancia' da contagem de
leucocitos relativa para neutréfilos segmentados e bastonetes, mondcitos, linfécitos, eosindfilos e basofilos
aferidos em ratos Wistar, submetidos a intoxicagdo com CCl,

e Periodo Tratamentos 2 Desdobramento
g (dias) Valor
‘g T1 T2 T3 T4 T5 de F Pr>F
o
2 2590 + 2,96 AB 2071 + 916 AB 1843 + 1191 B 1800 + 1142 B 2743 + 1280 AB 544 0,0001
a b ab a a
4
» 4 2590 * 296 A 900 + 129 B 108 + 121 B 929 + 269 B 1229 + 486 B 7,75  <0,0001
8 a b b a b
2 6 2590 + 29 A 1300 + 289 B 1000 + 1,8 B 1271 + 377 B 1343 + 420 B 6,16  <0,0001
3 a b b a b
z
8 2590 =+ 296 AB 1543 =+ 1539 BC 27,71 + 10,06 AB 1057 + 288 C 3257 + 808 A 13,6  <0,0001
a b a a a
Valor de F 0,00 3,55 10,04 2,19 15,20
Pr>F 1,0000 0,0158 <0,0001 0,0919 <0,0001
2 000 * 000 A 043 + 113 A 000 *+ 000 A 000 *+ 000 A 000 * 000 A 1,10 0,3639
. a a a a a
3
& 4 000 + 000 A 014 + 038 A 000 + 000 A 029 + 076 A 000 + 000 A 0,52 0,7609
g a a a a a
5 6 000 * 000 A 000 * 000 A 000 * 000 A 014 + 0338 A 014 + 0338 A 020  0,9625
a a a a a a
=z
8 000 + 000 A 000 + 000 A 029 + 076 A 057 + 151 A 000 + 000 A 2,08 0,0707
a a a a a
Valor de F 1,44 0,72 2,11 0,18 0,00
Pr>F 0,2320 0,5401 0,1016 0,9095 1,0000
2 580 + 1,23 B 871 + 479 AB 429 + 1,70 B 10,14 + 297 AB 11,86 + 445 A 582  <0,0001
a [ ab a
9 4 580 + 1,23 B 1814 + 478 A 16,86 + 579 A 1357 + 2,76 A 12,14 + 441 A 15,73 <0,0001
S a a a a a
2
) 6 58 * 1,23 B 10,14 + 344 AB 1086 =+ 372 AB 1071 + 315 AB 1057 + 331 AB 303 0,0022
= a b ab ab a
8 580 + 1,23 B 729 + 293 AB 657 + 215 AB 443 + 127 B 1229 + 439 A 4,98 0,0003
a b bc b a
Valor de F 0,00 15,94 20,64 9,91 0,41
Pr>F 1,0000 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,7434
2 6130 + 414 "B 6720 + 1135 2B 7443 & 1201 A 7186 + 1280 A 5357 + 820 © 7,02  <0,0001
a a ab ab b
2 4 6130 + 4,14 B 6700 + 569 AB 6529 + 559 AB 7014 + 453 AB 7586 + 734 A 3,67 0,0036
= a a ab ab a
el
£ 6 61,30 + 414 B 7500 + 597 AB 7786 + 453 A 7457 + 571 AB 7600 + 622 A 5,20 0,0002
a a a ab a
8 61,30 = 414 C 76,00 + 17,01 AB 6371 + 1037 BC 8443 + 476 A 5143 + 11,80 € 18,60  <0,0001
a a b a b
Valor de F 0,00 2,64 5,34 4,58 20,64
Pr>F 1,0000 0,0518 0,0016 0,0042 <0,0001
2 700 + 163 A 271 + 287 BC 28 =+ 478 BC 000 + 000 C 686 + 598 AB 1374  <0,0001
a ab ab b a
2 4 700 + 163 A 571 + 304 A 700 + 316 A 743 + 351 A 043 + 079 B 13,41  <0,0001
% a a a a b
£
a 6 700 + 163 A 18 + 18 B 129 + 133 B 18 + 157 B 200 + 183 B 815  <0,0001
w a ab b b b
8 700 + 163 A 1,29 + 150 BC 1,71 + 111 BC 000 + 000 C 457 + 151 AB 1015  <0,0001
a ab b b ab
Valor de F 0,00 4,91 8,62 15,64 10,17
Pr>F 1,0000 0,0027 <0,0001 <0,0001 <0,0001
2 000 + 000 A 014 + 038 A 000 + 000 A 000 + 000 A 029 + 076 A 2,67 0,2238
a a a a a
P 4 000 * 000 A 000 *+ 000 A 000 *+ 000 A 000 *+ 000 A 000 *+ 000 A 0,00 1,0000
= a a a a a
2
8 6 000 + 000 A 000 + 000 A 000 + 000 A 014 + 038 A 000 + 000 A 1,02 0,4058
a a a a a
8 000 * 000 A 000 *+ 000 A 000 *+ 000 A 000 *+ 000 A 000 *+ 000 A 0,00 1,0000
a a a a a
Valor de F 0,00 0,93 0,00 0,93 3,71
Pr>F 1,0000 0,4285 1,0000 0,4285 0,1129

! Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e mintiscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste T (P=0,05)
2 T1= sem tratamento e sem desafio com o CCl,; T2= Sem tratamento e desafiado com CCly; T3, T4 e T5 = tratado com doses de 0.2,
0.6 e 1.0mL/kg, e desafiado com o CCl4.

Archives of Veterinary Science, v.14, n.2, p.74-82, 2009



BELO et al., 2009

80

inflamatoéria no tecido de ratos com
intoxicagdo aguda induzida pelo CCl,. Para
estes autores, a diminuicdo do processo
inflamatério representa uma importante
forma de conter a severidade das
agressdes ocorridas no tecido hepatico.
Neste estudo, observou-se neutropenia
absoluta e relativa em todos os animais
intoxicados com o CCls, provavelmente,
resultante da migracdo destas células para
o tecido hepético lesado.

O metabolismo hepatico do CCl, libera
o radical triclorometil (CCl3), sendo
subsequentemente convertido em um
radical peroxil na presenca do oxigénio,
iniciando a peroxidacdo de fosfolipidios da
membrana citoplasmatica, promovendo
mudancas funcionais e morfolégicas por
acumulos de produtos derivados deste
processo oxidativo, causando severas
injarias  nos tecidos hepaticos, como:
hepatites, esteatoses, necroses
centrolobulares, fibroses, cirroses e
hepatomas (Poli et al., 1987; Recknagel et
al., 1998). Segundo Kerr (2003), processos
de leséo tecidual levam a degranulacéo de
mastdécitos e liberacdo de histamina, que é
quimiotética para eosindfilos e estes séo
atraidos da medula déssea para a
circulagdo. Observaram-se neste estudo,
guadros de eosinofilia absoluta em animais
intoxicados e néo tratados e tratados com a
dose minima de 0,2 mL, sugerindo a
hipétese de que o tratamento com o
composto hepatoprotetor nas doses de
0,6mL e 1,0 mL/kg de PV tenha auxiliado
na contencdo de eventos que participam
diretamente dos processos lesivos em
evolucao no tecido hepatico.

Corroborando com estes achados,
verificou-se monocitose absoluta mais
significativa em animais intoxicados e nao
tratados e tratados com a dose minima de
0,2 mL. Os mondécitos circulantes séo
guimiotaticamente atraidos para o foco
inflamatério, diferenciando-se em
macrofagos apOs o processo de diapedese
(Mariano e Spector, 1974). Otagawa et al.
(2007) observaram favorecimento na

deposicdo de derivados de ferro apos

processo de eritrofagocitose por
macrofagos  nos  tecidos hepaticos
resultante de estresse oxidativo e

inflamatoério. De acordo com estes autores,
estes residuos acumulados no tecido
hepatico participam na patogénese da
esteato-hepatite.

No processo de fibrose decorrente de
lesdes hepaticas agudas induzidas por
CCly, a diminuicho da populacdo de
linfécitos B circulantes atenua 0 processo
lesivo nestes tecidos (Novobrantseva et al.,
2005). Neste ensaio, ratos intoxicados com
CCl, apresentaram linfocitose absoluta
entre o quarto e sexto dias, retornando para
valores normais no oitavo dia, porém nao
existindo diferenga entre os tratamentos.

Animais com lesBes hepéticas podem
apresentar altera¢des funcionais no niumero
e funcao das plaquetas. Segundo Shih et al.
(2005), em casos de desvios circulatérios
intra e extra-hepaticos, os pacientes podem
apresentar esplenomegalia congestiva,
resultante da hipertensao portal, levando a
guadros de trombocitopenia. Os animais
nao tratados e intoxicados apresentaram
trombocitopenia durante a evolucdo do
guadro patoldgico, sendo estatisticamente
significativo a partir do quarto dia. Tal efeito
ocorreu apenas no oitavo dia para o0s

animais tratados com 0 composto
hepatoprotetor.
CONCLUSAO

O tratamento com o0 composto

hepatoprotetor, baseado na suplementacéo
com aminoacido metionina e vitaminas do
complexo B, favoreceu a resposta
leucocitaria de ratos Wistar, por atuar
beneficamente sobre as popula¢gdes destas
células, principalmente, controlando
guadros de monocitose e eosinofilia em
animais intoxicados, corroborando a
hipétese de que tais eventos amenizem 0s
efeitos deletérios do processo inflamatorio,
resultante da acéo lesiva do CCl, no tecido
hepatico.
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