SCI O Preprints
Estado da publicacdo: Nao informado pelo autor submissor

EFEITO DO OLEO DE COCO NAS COMPLICACOES DA DOENCA
HEPATICA

Giovanna Santos Piedade, Cynthia Fontoura Klas, Rebeca Loureiro Reboucas, Gleyce Rodrigues
da Costa Farias, Isabelle Guth, Luiz Martins Collaco, Camila Moraes Marques, Luiz Fernando
Kubrusly

https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.4142
Submetido em: 2022-05-20

Postado em: 2022-05-20 (versdo 1)
(AAAA-MM-DD)


false
https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.4142
http://www.tcpdf.org

SciELO Preprints - Este documento € um preprint e sua situacéo atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.4142

Artigo Original

EFEITO DO OLEO DE COCO NAS COMPLICACOES DA DOENCA
HEPATICA

COCONUT OIL EFFECT IN THE COMPLICATIONS OF HEPACTIC
DISEASE

Giovanna Santos PIEDADE!?, Cynthia Fontoura KLAS?, Rebeca Loureiro
REBOUCAS?, Gleyce Rodrigues da Costa FARIAS!, Isabelle GUTH?, Luiz
MartinsCOLLACO?, Camila Moraes MARQUES?3, Luiz Fernando
KUBRUSLY?

Trabalho realizado na Faculdade Evangélica Mackenzie do Parand, Curitiba,
Brazil; “Faculdades Pequeno Principe, Curitiba, Brazil; 3Pelé Pequeno Principe
Research Institute, Curitiba, Brazil.

ORCID

Giovanna Santos Piedade: 0000-0001-9641-0917
Cynthia Fontoura Klas: 0000-0001-5982-4475

Rebeca Loureiro Reboucas: 0000-0002-0365-5497
Gleyce Rodrigues da Costa Farias: 0000-0001-8314-1367
Isabelle Guth: 0000-0002-5775-9304

Luiz Martins Collago: 0000-0002-3215-1650

Camila Moraes Marques: 0000-0001-5121-922X

Luiz Fernando Kubrusly: 0000-0002-6546-9841

Conflito de interesse: Nenhum
Fonte de financiamento: PIBIC (Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo
Cientifica)

Correspondéncia:
Rebeca Loureiro Reboucas
Email: rebecareboucas@gmail.com

Mensagem central
O uso de 6leo de coco, em modelo animal, em quadro de cirrose ndo atenua a
evolucadoda doenca.

Perspectiva

Este estudo avalia o uso do 6leo de coco, pelo seu uso difundido e facil acesso,
como um potencial uso terapéutico adjuvante, visto que existem beneficios no uso
de outros 4cidos graxos em quadro de doenca hepatica cirrgtica. O conhecimento
acerca do uso do 0Oleo de coco com fim terapéutico visa esclarecer a populagéao
sobre indicacfes dietéticas inadequadas ou ineficientes.
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RESUMO - Racional: A prevencao da evolugédo da cirrose com suplementagcao
dietética tem estado em foco 6leo de coco tem sido sugerido. Objetivo:
Avaliar o efeito da

suplementacdo de 6leo de coco em ratos cirroticos. Método: Quarenta Wistar
foram divididos: controle (CO); controle + 6leo de coco (CO+OC); tioacetamida
(TAA) e tioacetamida + 6leo de coco (TAA + OC). O TAA foi adicionado a agua por
13 semanas e 0 0Oleo de coco administrado por gavagem. Amostras de sangue,
figado, tecido muscular e nervoso foram obtidas para andlises laboratorial e
histopatologica. Resultados: AST, ALT, colesterol total, HDL, LDL, triglicérides
nao foram estatisticamente significantes. Na histologia, mesmo sem diferencas,
houve tendéncia na significancia quanto a proliferacédo de ductos biliares, septos
fibréticos e atrofia da fibra muscular entre os grupos TAA e TAA + OC. Concluséo:
N&o foi encontrado efeitoprotetor significativo do 6leo de coco na doenca hepatica.
DESCRITORES - Cirrose hepética, Experimental, Tioacetamida, Oleo de coco.

ABSTRACT - Background: Prevention of the progression of cirrhosis with dietary
supplementation has been in focus Coconut oil has been suggested. Objective: To
evaluate the effect of coconut oil supplementation in cirrhotic rats. Method: Forty
Wistars were divided: control (CO), control + coconut oil (CO + OC), thioacetamide
(TAA) and thioacetamide + coconut oil (TAA + OC). TAA was added to water for 13
weeks and coconut oil was administered by gavage. Blood, liver, muscle and
nervous tissue samples were obtained for laboratory and histopathological
analyses. Results: AST, ALT, total cholesterol, HDL, LDL, triglycerides were not
statistically significant. In histology, even without differences, there was a tendency
towards significance regarding the proliferation of bile ducts, fibrotic septa and
muscle fiber atrophy between the TAA and TAA + OC groups. Conclusion: No
significant protective effect of coconut oil on liverdisease was found.

KEYWORDS - Liver cirrhosis. Experimental. Thioacetamide. Coconut oil.

INTRODUCAO

A cirrose é responsavel por quase 2 milhdes de mortes em todo o mundo a
cada ano (1), e atualmente é a 112 causa mais comum de morte no mundo. Ela
resulta do processo de fibrose hepatica, que se caracteriza pelo acumulo
progressivo de matriz extracelular, que destroi a arquitetura fisiolégica do
figado.?9)

Essa doenca pode ser definida como o estagio final da fibrose do
parénquima hepatico, que resulta na formacdo de nodulos com funcédo hepatica
alterada e leva a insuficiéncia hepatocelular e hipertensdo portal>)

Como forma de investigacdo de tratamentos complementares, € importante
estabelecer modelos animais de inducdo de cirrose que mimetizem a doenca
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hepatica encontrada em humanos. Alguns dos principais métodos de inducdo
incluem tioacetamida (TAA). Ela requer ativacdo metabdlica pelas enzimas
CYP450 para se tornar toéxica. Uma analise protebmica de tioacetamida e cirrose
induzida por ratos hepatotoxicos que determinam a administracdo de TAA regulou
como enzimas de vias metabdlicas primarias, como b-oxidacdo de acidos graxos,
aminoé&cidos de cadeia ramificada e quebra de metionina, bem como proteinas
oxidativas relacionadas ao estresse reguladas positivamente e até peroxidacéo
lipidica.®"

Considerada complicacdo da doenca hepatica, a desnutricio esta
frequentemente associada a cirrose, representando fator importante no
prognostico e progressao da doenca. Nesse contexto, a intervengcdo nutricional
desempenha papel importante®)

A literatura cientifica atualmente tem demonstrado beneficios do oOleo de
coco (OC) virgem em relacédo a reducao da gordura corporal e outros aspectos na
area da salide. @ Os beneficios terapéuticos do 6leo extravirgem se devem a sua
composicdo de 92% de acidos graxos saturados, com predominancia de cadeias
médias, fosfolipidios, tocoferol (que sdo antioxidantes naturais) e outros
constituintes volateis. Entre 40-50% da composicao do 6leo de coco € &cido laurico,
gue ao contrario de outras

gorduras saturadas, é rapidamente absorvido, transportado para o figado e
oxidado, emvez de armazenado.?

Um estudo mostrou que o uso do Oleo de coco, por ser rapidamente
guebrado e absorvido na circulacdo portal, seria boa indicacdo para quem tem
cirrose. Ele é capaz de reduzir a esteatorreia, além de promover equilibrio
energético equilibrado.V

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a suplementacéo do
6leode coco em um modelo de inducao cirrética por meio da tioacetamida.

METODOS

A pesquisa foi fundamentada em preceitos éticos e aprovada pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Faculdade Evangélica Mackenzie do Parana -
CEUA/FEMPAR numero 1582/2017, bem como com as Declaracfes de Helsinque
e com as Normas Internacionais de Prote¢c&do aos Animais.

Quarenta ratos Wistar machos de 5 semanas de idade, com peso médio de
250 g, foram utilizados na pesquisa. Foram mantidos no biotério em gaiolas de
propileno de 47x34x18 cm, forradas com maravalha, em fotoperiodo controlado de
12 h claro/escuro (luz das 7-19 h) e temperatura ambiente de 22+2 °C. Apés 3
semanas de aclimatacdo com agua e racado adequada ad libitum, os ratos foram
identificados e separados nas gaiolas de acordo com o grupo experimental.

Grupos experimentais

Os ratos foram distribuidos em 4 grupos com 10 animais cada,
denominados: 1) CO, grupo controle alimentado com racdo e agua por 13
semanas; 2) CO+OC, grupo alimentado com racao e agua, além de administracéo
intragéstrica de 6leo de coco por 13 semanas; 3) TAA, grupo alimentado com racao
e agua com tioacetamida por 13 semanas; 4) TAA+OC, grupo alimentado com
racdo e agua com tioacetamida, além de administracdo intragastrica de oleo de
COcCo por 13 semanas.
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Modelo experimental de cirrose hepética

A tioacetamida (Sigma-Aldrich) foi administrada na agua de bebida dos
animais do grupo TAA e TAA + OC por periodo de 13 semanas, com base no
protocolo de Al- Bader et al.(?. A concentracio inicial foi de 0,06% por 17 dias. No
18°, a concentracao foi reduzida para 0,03% e mantida por 5 semanas. Depois
disso, as doses mais altas e mais baixas foram trocadas por 1 semana cada. No
67° dia, a dose de 0,06% foi reiniciada e mantida até o final do experimento.
Cuidados foram tomados no manuseio do TAA, uso de mascara, luvas, avental e
oculos para evitar contato com a pele e inalacao.

Para controle, os animais foram pesados semanalmente e observadas suas
caracteristicas fisicas e comportamentais.

Os animais dos grupos CO + OC e TAA + OC receberam 0,5 ml de 6leo de
coco extra virgem liquido por 200 g de peso corporal por gavagem intragastrica e
0s animais dos grupos CO e TAA receberam o veiculo (Adgua) na mesma
guantidade, durante todosos dias do experimento.

Apdés 13 semanas, os animais foram submetidos a 12 h de jejum e
anestesiados com aplicacao intraperitoneal de cloridrato de cetamina na dose de
90 mg/kg de peso corporal e cloridrato de xilasina na dose de 10 mg/kg de peso
corporal.

Em seguida, o sangue foi coletado em tubos de vidro heparinizado,
mantidos emgelo para posterior analise da integridade hepética e perfil lipidico.

Posteriormente, apds tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal, o
figado foi removido e os animais foram eutanasiados por exsanguinacdo enquanto
anestesiados. A disseccdo do cérebro para coleta da formagédo hipocampal foi
realizada apos a decapitacdo e o gastrocnémio foi removido apés a disseccao da
perna direita. O figado e 0 gastrocnémio foram entdo pesados em balanca de
precisdo e medidos com

paquimetro para posterior avaliacdo. O indice hepatossomatico (IHS) foi calculado
dividindo o peso do figado pelo peso do animal e multiplicando o resultado por
100, e amesma relacao foi utilizada para analisar a proporcdo de gastrocnémio.

Testes de integridade hepética, perfil lipidico e avaliacéo histolégica

A partir das amostras de sangue, foram determinadas as dosagens de
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), além da
avaliacdo do colesterol total, HDL, LDL, VLDL e triglicerideos.

Para processamento histologico, os 6érgdos removidos foram fixados em
formaldeido a 10% dissolvido em PBS 0,1M e pH 7,4. Em seguida, eles foram
clivados para processamento segundo técnica histologica convencional, utilizando-
se fragmentos do lobo esquerdo do figado, cortes longitudinais de tecido muscular
e formagédo hipocampal. As pecas foram coradas com H&E para analise das
alteracdes histopatoldégicas em microscopia de luz, sem que a identificacdo de
cada lamina fosse conhecida para garantir resultados imparciais.

Anélise estatistica

As informacgdes obtidas foram tabuladas de acordo com o protocolo de
dados e, em seguida, expressas por meio de graficos e tabelas. Para a descri¢do
das variaveis qualitativas, foram consideradas frequéncias e percentuais e para a
descricdo das variaveis quantitativas, considerou-se a estatistica de média *
desvio-padrdo, segundo a normalidade. O teste utilizado para verificar a
normalidade dos dados quantitativos foi o teste de Shapiro-Wilk. Para as variaveis
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que tiveram distribuicdo normal, foi realizado

o teste ANOVA One-Way seguido do teste de Tukey, caso fosse obtido resultado
significativo. Para as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal, foi
realizado

o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn se resultado significativo.
P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo e as analises estatisticas
foram realizadas noGraphPad Prism verséao 7.04.

RESULTADOS

Observacdes preliminares

Durante a inducdo da cirrose por TAA os animais foram observados. A
partir da segunda semana foi possivel notar perda de peso e coloracdo amarela na
pelagem dos ratos dos grupos TAA e TAA + OC. Eles também apresentaram
comportamento agressivo e irritabilidade, em contraste com os ratos dos grupos
CO e CO + OC, o que permitiu manipulagdo mais facil.

A partir da terceira semana de inducéo cirrética, varios animais dos grupos
TAA e TAA + OC apresentaram corrimento avermelhado ao redor dos olhos e nariz
associadoa apatia e pouca responsividade a manipulacao.

Um animal do grupo TAA + OC e um do grupo CO + OC apresentaram
tumoracao na regido cervical, evoluindo para drenagem de pus. A mortalidade total
durante o experimento foi de 2,5% (1 animal do grupo TAA + OC no 22° dia do
experimento, representando 10% dentro deste grupo e 5% entre os 20 animais
submetidos ao TAA).

Peso corporal

Os animais foram pesados semanalmente durante o experimento para
verificar as condi¢des de inducédo cirrética. A partir da 32 semana e até o final do
experimento, notou-se que o peso meédio do grupo TAA + OC foi superior aos do
grupo TAA, que ndo receberam suplementacdo com 6leo de coco. Ainda nesses
grupos, os picos de ganho de peso na 32 e 10% semanas correspondiam a reducéo
da dose de TAA. Ao comparar
0 peso médio entre 0os 4 grupos ao longo de todo o periodo do experimento, foi
possivel observar valor maior do grupo CO (média de 339,5g) em relacdo aos
demais. O peso médio dos animais do grupo TAA + OC (250,7 g) também foi
maior que o grupo TAA

(241,1 g, p<0,0001). Ao comparar 0s grupos 2 a 2, observou-se significancia
estatistica entre as pesagens dos grupos CO e TAA, COe TAA+OC,CO+0C e
TAA e CO + OCe TAA + OC (p<0,0001).

Usando apenas a Ultima pesagem antes da eutanasia como parametro de
comparacao, resultados semelhantes foram obtidos. Da mesma forma, o grupo
TAA apresentou menor peso medio (238,8 g) em relagdo ao grupo TAA + OC
(243,1 g). Em relagdo aos grupos controle, os animais que receberam
suplementacdo com Oleo de coco apresentaram peso médio inferior (373 Q)
guando comparados aos do grupo CO (384,5 g, p=0,001).

Macroscopia

Os figados dos grupos CO e CO + OC apresentaram coloracao e textura
normais,sem alteracées macroscopicas.

Em relacdo aos grupos TAA e TAA + OC, notou-se que os figados estavam
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atrofiados e apresentavam coloracdo amarelada. Micronddulos, macronddulos e
lesdeshemorragicas também foram encontrados.

Em relacdo aos musculos gastrocnémios, nao foi possivel notar alteracoes
macroscopicas além das medidas de comprimento e largura.

Peso do figado e indice hepatossomatico

Ao analisar o valor absoluto do peso do figado obtido na eutanasia,
observou-se maior média no grupo TAA (12,04 g) em relacdo aos grupos TAA +
OC (11,57 g), CO (9,69 g) e CO + OC (9,36 g, p=0,003).

Comparando os resultados grupo a grupo, obteve-se significancia
estatistica entre os grupos CO e TAA, COe TAA+OC,CO+0OC e TAAe CO +
OC e TAA + OC. A quelacédo do peso absoluto do figado e corporal ao final do
experimento pelo indice hepatossomatico (IHS) demonstrou resultados
semelhantes entre ambos. O grupo TAA obteve a maior média (5,1%) se
comparado a todos 0s outros grupos, incluindo o TAA
+ OC (4,85%, p<0,0001).

Analisando a correlacdo entre cada um dos grupos, foi encontrada
significancia estatistica entre todas as compara¢des com excec¢do dos grupos CO
e CO + OC entre si (p>0,9999) e grupos TAA e TAA + OC (p>0,9999).

Medidas e proporcédo do gastrocnémio

Em relacdo ao gastrocnémio, as maiores médias foram obtidas nos grupos
CO + OC (2,12 g) e CO (2,11 g, p<0,0001). Relacionando os grupos
separadamente, observou-se resultado estatisticamente significativo em todas as
correlagdes, exceto entre os grupos controle (p=0,9999) e entre 0s grupos
cirréticos (p=0,9912). Ao analisar a proporcdo entre o peso do musculo
gastrocnémio e o peso corporal do animal, ndo foi encontrada significancia
estatistica (p=0,3091).

Da mesma forma, utlizando o comprimento do gastrocnémio como
parametro, também ndo houve resultado estatisticamente significativo (p=0,2257).
Por outro lado, ao comparar a medida da largura do musculo gastrocnémio,
obteve-se média maior entre 0os animais do grupo CO (14 mm) se comparado a
todos os demais (p=0,0119). Comparando os grupos 2 a 2, houve significancia
estatistica apenas entre os grupos COe TAA (p=0,0256).

Achados histopatoldgicos

Para analise histopatologica, as amostras de tecido foram visualizadas em
aumentos de 40, 100 e 400x de acordo com os dados de cada lamina. Os achados
histopatoldgicos foram analisados estatisticamente de acordo com a presenga e
intensidade das alteragBes observadas em cada 6rgédo de cada grupo de animais.

Na analise histologica do figado foram analisados 5 parametros: presenca
de septos fibroticos, presenca de nddulos regenerativos, infiltrado inflamatério,
proliferacéo das vias biliares e necrose hepatocelular. Cada critério foi classificado
como ausente, discreto, moderado e acentuado.

Em relacdo a presenca de septos fibroticos, 50% das amostras do grupo
TAA apresentaram alteracdes acentuadas, além de moderadas 20%. J& no grupo
TAA + OC, 44,44% também houve presenca marcante de septos, seguidos de
33,33% discretos e 22,22% moderados.

Ao analisar a presenca de nédulos regenerativos, 30% das amostras do
grupo TAA foram classificadas como alteracdes acentuadas, assim como 30% com
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alteracdes moderadas e 10% com ndodulos discretos. Em relacéo ao grupo TAA +
OC, 44,44% dos figados apresentavam marcada presenca de nddulos
regenerativos, 11,11% moderadose 44,44% discretos ou ausentes.

O infiltrado inflamatdrio foi alteracdo encontrada em 100% das amostras
nos grupos TAA e TAA + OC. Avaliando a intensidade dessa alteracdo, 7 animais
do grupo TAA (70%) apresentaram infiltracao leve, seguida de 20% moderada e
10% acentuada. Quanto ao grupo TAA + OC, 55,56% das amostras foram
classificadas como infiltrado leve, 33,33% moderado e 11,11% acentuado.

Utilizando a proliferacdo do ducto biliar como parametro, a alteracdo esteve
ausente em 30% das amostras do grupo TAA, enquanto no grupo TAA + OC, ela
nao foi encontrada em mais da metade das amostras (55,56%). Ainda
comparando os dois grupos, a proliferacdo ductal foi acentuada em 30% dos
figados analisados no grupo TAA, enquanto a mesma intensidade ocorreu em
22,22% das amostras no grupo TAA +OC.

Quanto a avaliacdo da necrose hepatocelular, os resultados foram
semelhantes entre 0s grupos cirrgticos. A necrose discreta foi encontrada em 60%
dos animais do grupo TAA e em 66,67% do grupo TAA + OC.

Em relacdo ao musculo gastrocnémio, foram utilizados os seguintes
critérios: atrofia das fibras musculares, proliferacdo de tecido conjuntivo e
infiltrag@o por tecido adiposo. Novamente as alteragdes foram classificadas como
ausentes, discretas, moderadas e acentuadas.

Os resultados quanto a atrofia das fibras musculares, observadas a
microscopia, ocorreram no grupo TAA discretamente 60%, moderadamente 20% e
acentuadamente 10%. Em relagéo ao grupo TAA + OC, a alteracao foi ausente em
33,33% das amostras,discreta em 55,56% e acentuada em 11,11%.

Em relacdo a proliferacdo de tecido conjuntivo entre as fibras musculares,
apenas 1 amostra (10% do grupo TAA) apresentou discreta alteracdo. A infiltracao
de tecido adiposo no musculo ndo foi encontrada em nenhuma amostra.

Na analise do hipocampo, o parametro utilizado como sugestivo de
encefalopatia hepatica foi o inchaco dos astrdcitos. Nao foi observado inchaco em
60% dos animais do grupo CO, CO + OC e TAA + OC. No grupo CO + OC, a
alteracao foi discreta em 60% das amostras.

Andlises clinicas

A anélise laboratorial inclui resultados de ALT, AST, colesterol total, HDL,
LDL, VLDL e triglicerideos. O grupo TAA teve média de 65,38 Ul/L, enquanto o
TAA + OC média de 51,6 UI/L. Os resultados, porém, ndo foram estatisticamente
significantes (p=0,7507). Em relacdo aos niveis de AST, o grupo TAA teve média
de 182,8 UI/L enquanto o TAA + OC média de 127,4 Ul/L, embora ndo tenha
havido valor de p estatisticamente significativo (p=0,0940).

Em relacdo aos resultados de colesterol, observou-se que 0s grupos
cirroticos tiveram valor de colesterol total menor em relacdo aos controles. O
grupo TAA apresentou valor médio de 100,2 mg/dL e o grupo TAA + OC média de
94,7 mg/dL (p=0,0959).

Em relacdo ao HDL, o grupo TAA teve valor médio de 56,21 mg/dL,
enguanto nogrupo TAA + OC o HDL teve média foi de 46,98 mg/dL (p=0,1069).
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Em relacdo aos resultados da medida de LDL, o grupo TAA + OC
apresentou a maior média com 38,28mg/dL, enquanto que o grupo TAA teve
resultado médio de 33,02 mg/dL. O valor de p, no entanto, ndo foi significativo
(p=0,0531).

Em relacdo ao VLDL, houve significancia estatistica (p=0,0066) ao
comparar os resultados entre os 4 grupos experimentais. A média foi maior entre
0s grupos controle (CO com média de 20,4 mg/dL e CO+OC com média de 18,6
mg/dL) em relacdo aos grupos cirréticos (TAA média de 10,8 mg/dL e TAA+OC
média de 9, 4 mg/dL).

Ao comparar 0s grupos separadamente, observou-se que foi encontrado
resultado significativo apenas na correlagcdo dos dados dos grupos CO e TAA +
OC (p=0,0293).

Em relacéo aos valores séricos de triglicerideos, a média no grupo TAA foi
de 54,64 mg/dL enquanto que no grupo TAA + OC foi de 47,04 mg/dL. Os valores
encontrados nos grupos-controle foram maiores, com média de 101,5 mg/dL nas
amostras do grupo CO e 92,12 mg/dL no CO+OC (p=0,0045).

Ao realizar o teste de comparacdes multiplas, observou-se que o resultado
significativo encontrado sobre os valores de triglicerideos foi a correlagdo entre os
grupos CO e TAA, COe TAA + OC, além de CO + OC e TAA + OC.

DISCUSSAO

A desnutricdo em pacientes cirréticos varia de 50-90%, o que é
preocupante devido a sua associa¢cdo com aumento da mortalidade. A desnutricdo
esta associada ao maior numero de complicacBes, como sindrome hepatorrenal,
encefalopatia e pior funcdo hepatica. Entre os pacientes desnutridos, 20% tiveram
taxa de mortalidade de 1 ano®. N&o avaliaram-se estatisticamente as taxas de
mortalidade

Existem varios fatores que contribuem para a ma absorcdo de nutrientes,
especialmente gorduras e proteinas. Os acidos biliares sdo produzidos pelo figado
com a funcéo de absorcdo de 4cidos graxos no sistema linfatico. A deficiéncia de
acidos biliares € comum em pacientes cirréticos, levando a menor capacidade de
producao depjjes).

Nesse contexto, a terapia nutricional é de grande potencial na cirrose®). As
recomendac¢fes quanto a intervencgdo nutricional visam oferecer substratos como
proteinas, lipidios, carboidratos, vitaminas e minerais. A identificacdo precoce e
corregcdo da desnutricdo em pacientes com doenca hepatica leva a melhor
evolucdo dadoenca e previne complicacdes da cirrose. (14

O Oleo de coco é fonte de acido laurico e triglicerideos de cadeia média
(TCM), contendo 90% de gorduras saturadas.(!® Eles foram citados na literatura
como sugestdo no tratamento complementar da cirrose, pois sdo rapidamente
absorvidos na circulacdo portal e capazes de promover balanco energético e
reducdo da esteatorreia.(%

Assim, o0 objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo de indugao de
cirrose para avaliar a suplementacdo de Oleo de coco nos parametros
macroscopicos, microscopicos e laboratoriais da cirrose hepatica e suas
complicacoes.

N&o foram encontrados estudos na literatura analisando diretamente o
efeito do dleo de coco nos parametros histoldgicos e laboratoriais da cirrose. Dada
a grande prevaléncia e importancia da cirrose no contexto atual, muitos modelos
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experimentais de inducdo e formas de prevencdo e tratamento tém sido
desenvolvidos e descritos na literatura.®®® O modelo utilizado neste estudo foi
através da administracdo de tioacetamida para promover cirrose hepéatica
semelhante ao envolvimento em humanos, com baixa mortalidade em relacéo a
ligadura do ducto biliar e com mais parametros histolégicos evidentes do que a
inducdo com tetracloreto de carbono. Possui seguranca de uso e maior
reprodutibilidade. A administracdo oral na agua de bebida € método néo invasivo e
pratico para experimentacdo em grande nimero de animais®, embora haja
dificuldade em controlar a dosagem do farmaco administrado pelo animal, devido a
fragilidade do préprio modelo.®

O mecanismo de acdo do TAA na lesdo hepatica € baseado na ativacao
metabdlica ap6s o metabolismo pela isoenzima CYP2EL, resultando em produto
altamente reativo (dioxido de S-tioacetamida). Este produto, derivado da
biotransformacgédo, faz com que o TAA tenha atividade citotoxica, resultando em
reducdo da atividade antioxidante no figado e aumento da peroxidacdo de
lipoproteinas. Em seguida, estabelece-se o estresse oxidativo, culminando em
necrose e fibrose celular
(16,17)

A dose inicial de TAA utilizada foi de 0,06% na agua de beber, que foi entdo
reduzida para 0,03% por 5 semanas, com as 2 doses intercaladas, e a maior
mantida nas Ultimas 3 semanas do experimento. Optou-se por reduzir a dose
inicialmente proposta devido a grande perda de peso e fragilidade dos animais
submetidos ao TAA. No entanto, observou-se ganho ponderal continuo com a
reducdo da dose, sendo a de0,06% reintroduzida até o final do experimento.

O protocolo utilizado é semelhante ao descrito por Al-Bader et al.(?),
através da administracéo oral de TAA 0,05% por 12 semanas, mostrando aumento
dos marcadores de funcdo hepdtica e diminuicdo do peso dos animais. Outro
estudo utilizou a dose de 0,03% em agua por 12 semanas, sendo eficaz na
inducdo de cirrose a macro e microscopia em 90% dos animais, sem
mortalidade.® A literatura sugere, no entanto, que € obtida maior eficiéncia com o
ajuste da dose de acordo com o peso individual de cada animal, minimizando a
mortalidade e proporcionando cirrose homogénea.®

Na observagdo dos sinais clinicos nos animais durante a inducdo da
cirrose, observou-se corrimento avermelhado ao redor dos olhos e focinho nos
grupos TAA e TAA + OC. Essa alteracdo € compativel com secrecdo porfirinémica
da glandula de Harder.!? A manifestacdo da porfirina é denominada
cromodacriorea, ocorrendo em situacdes de estresse por doencas cronicas.
Além disso, houve amarelecimento da pelagem dos animais submetidos a
administragdo de TAA - incluindo os que receberam 6leo de coco - descrito na
literatura como consequéncia do acometimento do sistema biliar.1? A taxa de
mortalidade encontrada foi consistente com outros experimentos descritos na
literatura.(7:19:20)

As mudancas de peso registradas durante o experimento foram compativeis
com as da dose de TAA. Nas duas primeiras semanas de exposi¢cdo a dose de
TAA 0,06%, foi observada intensa perda de peso nos ratos dos grupos TAA e TAA
+ OC. ApoOs a reducao nas 5 semanas seguintes, 0s animais passaram a ganhar
peso de forma semelhante aos constituintes do grupo controle. Da 72 a 82 semana,
com aumento da concentracdo de TAA, houve discreta perda de peso, seguida de
recuperacdo da 82 & 92 semana com diminuicdo da dose. Na 112 semana, foi
observada intensa perda de peso com a reintroducdo de TAA 0,06%, sem grandes
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variacOes de peso até o final do experimento com a manutencdo da dose. A dose
escolhida de ingestédo de 6leo de coco, gorduras saturadas, foi limitada a menos de
10% das calorias diarias aproximadamente.

(21)

Em relacdo ao peso corporal ao final do experimento, a diferenca entre o
grupo CO (384,5 + 10,14) e o TAA (238,8 £ 10,78) foi significativa em 37%. O
resultado encontrado € compativel com a literatura, uma diferenca de
aproximadamente 31% descrita entre um grupo controle e um cirrético devido a
exposicdo ao TAA.M4 Em relacdo a comparacao entre os grupos TAA e TAA + OC,
o peso final médio foi maior em o grupo suplementado com 6leo de coco (243,1 +
15,61) do que nos animais do grupo TAA (238,8 + 10,78), mas essa diferenca nao
foi estatisticamente significativa. A literatura defende que o apetite dos animais é
diminuido quando o dano hepético se instala excessivamente, limitando a ingestéo
de agua com TAA. Isso pode estar associado a baixa mortalidade e perda de peso
mais lenta apos certo periodo de exposicdo ao TAA.(18)

O peso final médio entre os grupos CO e CO + OC foi semelhante (339,5 e
336,2, respectivamente) e ndo houve diferenca significativa. Esse resultado
coincide com o estudo de Santana et al. (2016) e Schumacher et al. (2016), que
concluiram que o 6leo

de coco ndo estd relacionado ao ganho de peso.?229) Este dltimo estudo,
porém, analisou a gordura peritoneal e descreveu reducéo de 25,6% com o uso do
Oleo de coco. A macroscopia encontrada em figados cirréticos esta de acordo com a
literatura, demonstrando modularidades, em contraste com a superficie lisa dos
figados dos animais controle.? Em estudo com administracdo intraperitoneal de
TAA também foram observados congestdo, micro e macronddulos.® As lesGes
hemorragicas nesta amostra também foram observadas no estudo de Lima TC19
que correlaciona esse achado com o aumento da presséao nos capilares hepaticos,
em decorréncia da hipertensdo. As caracteristicas macroscépicas da cirrose
também foram encontradas, em intensidade semelhante, no grupo cirrético que
recebeu suplementacédo com éleo de coco.

Quanto as medidas hepaticas e relacdo hepatossomética, no presente
estudo houve diferenca significativa entre os grupos controle e cirrético, mas nao
entre TAA e TAA + OC. O aumento da relacdo hepatossomatica na cirrose
provavelmente esta relacionado ao acumulo de colageno, aumentando o peso do
figado.@®)

Os achados histologicos das amostras de figado mostraram presenca
intensa de septos fibroticos, encontrados em 100% das amostras do grupo TAA +
OC (44,44% acentuado) e em 70% do grupo TAA (50% acentuado). Noédulos
regenerativos também foram mais encontrados no grupo TAA + OC (77,77%,
sendo 44,44% acentuados) em relacdo ao grupo TAA (70%, sendo 30%
acentuados). Infiltrado inflamatdrio foi registrado em todas as amostras de ambos
0S grupos e a necrose hepatocelular teve propor¢cdes semelhantes (achado
discreto em 60% do grupo TAA e 66,67% do grupo TAA + OC). A proliferacéo de
vias biliares foi o Unico critério com menor prevaléncia no grupo cirrético com 6leo
de coco (presente em 44,44%, sendo metade discreta e metade acentuada). No
grupo TAA, 70% das amostras apresentaram proliferacdo ductular, sendo
acentuada em 30%, moderada em 10% e discreta em 30%. Assim, a histologia
entre 0os grupos TAA e TAA + OC foi muito semelhante, com maior frequéncia de
alteracbes no grupo suplementado com 0Oleo de coco - exceto pela proliferacdo de
ductosbiliares.
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As alteracdes histopatologicas sdo semelhantes as encontradas no estudo
de Guerra et al. (2009)@7, através da administracdo intraperitoneal de TAA: perda
da arquitetura do parénquima hepatico, com formacdo de septos fibréticos
delimitando nddulos regenerativos, associada a necrose e proliferacdo de ductos
biliares. O estudo de Silva (2011) @7 realizado com inducéo de cirrose por TAA e
administrac@o de fatores hepatotréficos, demonstrou que o tratamento ndo alterou
a atividade histologica, o estadiamento da fibrose e a proliferacao das vias biliares
Os fatores hepatotréficos, no entanto, reduziram a deposi¢cdo de colageno e a
ativacao das células estreladas.

De acordo com a literatura, as aminotransferases AST e ALT s&o confiaveis

indicadores de alteracfes nas células hepaticas, presenca de fibrose e lesdo
tecidual.
(16) Um estudo com administracdo de TAA 0,03% por 12 semanas obteve valores
significativamente maiores (p<0,001) de enzimas hepaticas no grupo cirrético
(AST de 271,63 e ALT de 105,38) se comparado ao grupo controle (AST de
158,88 e ALT de 62,88).(2®

No presente estudo, entretanto, ndo foi encontrado aumento das enzimas
hepéticas nos animais dos grupos TAA em relagdo aos controles, mesmo com
cirrose estabelecida macro e microscopicamente. O 6leo de coco também néo foi
associado a diminuicdo significativa nos marcadores de lesdo hepética. Essa
condicdo coincide com outros estudos encontrados na literatura, onde a cirrose foi
instalada com sucesso, apresentando as caracteristicas morfologicas tipicas da
doenca, mas sem alteracdes significativas nas provas de fungdo hepatica.(182°)
Pode ser possivel que o aumento das transaminases seja marcador relevante
durante a fase aguda da lesdo hepatica, mas ndo durante os estagios avancados
da cirrose.®

Em geral, os lipidios e lipoproteinas plasmaticos tendem a diminuir com a
doenca hepatica parenquimatosa, com reducdo progressiva do colesterol e suas
fracbes de acordo com a gravidade da doenca. Os niveis de triglicerideos estéo
mais associados acirrose de origem alcodlica.®” O estudo de Chen et al. (2012)@D
com inducao de cirrose por TAA intraperitoneal encontrou reducédo nos niveis de
colesterol total e triglicerideos no grupo cirrtico (84,2 mg/dL e 57,4 mg/dL,
respectivamente) em relacdo ao controle (167,1 mg/dL e 83, 2 mg/dL).

Essa diferenca no perfil lipidico, entretanto, ndo foi observada no presente
estudo em relacao ao colesterol total e suas fragbes (HDL, LDL e VLDL) entre os
grupos CO e TAA. A suplementacdo com Oleo de coco também néo teve efeito
significativo. Em relacdo a dosagem de triglicerideos, houve diferenca significativa
entre o grupo CO (101,5 + 15,5) com o TAA (54,64 + 5,24) e TAA + OC (47,04 +
3,89) grupos. Também
houve valor significativo ao comparar os valores de triglicerideos no grupo CO +
0OC (92,12 +12,98) com TAA + OC. Mas, novamente, ao relacionar o efeito do 6leo
de cocoentre os dois grupos cirroticos, nao foi observada diferenca estatistica.

O efeito isolado do 6leo de coco entre 0s grupos controle nao cirréticos
também néo foi estatisticamente significativo no presente estudo. No entanto, a
maioria dos ensaios clinicos randomizados analisados sugere um efeito protetor
cardiovascular. mostram que a ingestdo de 6leo de coco, quando comparado com
outros Oleos vegetais, aumenta o HDL e diminui os triglicerideos, embora este ultimo
achado seja questionavel.

(21,32)

Considerada uma complicacdo da cirrose hepética, a caquexia € disturbio
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metabdlico associado a perda de massa celular, rapida degradacéo de proteinas e
diminuicdo da ingestdo alimentar e atividade fisica. Esta sindrome esta presente
em diversas doencas cronicas, sendo importante fator de mau prognéstico®?. A
diminuicdo da massa muscular & observada em aproximadamente 50% dos
pacientes com cirrose,sendo preditor de mortalidade nesses pacientes.®4

A patogénese da caquexia na doenca hepatica esta relacionada ao
desequilibrio entre gasto energético e ingestdo. O hipermetabolismo € identificado
pelo aumento do gasto energético em repouso em pacientes cirroticos e esta
associado as citocinas pro- inflamatorias. A ingestdo nutricional € prejudicada
naqueles com doenca hepatica devido ao apetite desregulado. A literatura descreve
que a intervencdo nutricional melhora a composicao corporal, funcado hepatica e
muscular e mortalidade.®

No presente estudo, a mensuragédo do peso do gastrocnémio teve resultado
significativo na comparacdo dos grupos controle com os cirréticos, mas nao na
avaliacdo da suplementacdo com 6leo de coco no grupo TAA. As medidas de
largura, comprimento e a relacdo entre peso muscular e peso total ndo resultaram
em diferencas estatisticamente significativas na maioria dos grupos. Em relacdo a
histologia das amostras de gastrocnémios, a atrofia das fibras foi encontrada em
90% dos animais do grupo TAA e com menor frequéncia (66,67%) nos ratos do
grupo TAA + OC.

A encefalopatia hepética é sequela da doenca hepatica cronica com
significativa morbimortalidade, estando relacionada ao mau progndstico e
comprometimento da qualidade de vida. A etiopatogenia da encefalopatia é
multifatorial, mas o aumento da aménia circulante e o ciclo da ureia desempenham
papel crucial. Os compostos nitrogenados sé@o excretados pela microbiota intestinal
e transportados para o figado de acordo com o ciclo da ureia para eliminacdo na
urina. Na doenga hepatica avangada, no entanto, a aménia desvia o figado devido a
alteracdes portal e se acumula na circulacdo sistémica. Ao cruzar a barreira
cerebral, ocorre o metabolismo pelos astrécitos e a producéo de glutamina.®)

O manejo nutricional da encefalopatia hepatica esta relacionado ao
consumo adequado de proteinas, com aminoacidos de cadeia ramificada, fibras e
vegetais, alémde dissacarideos ndo absorviveis e probiéticos. @

No presente estudo, o objetivo foi analisar a encefalopatia hepatica através
da histopatologia do hipocampo. A literatura descreve que o acumulo de glutamina
nos astrocitos leva ao edema progressivo e citotéxico, resultando em edema
celular.®® Os astrécitos tornam-se maiores, com nlcleos volumosos e
vesiculares chamados astrocitos tipo Il de Alzheimer, encontrados na substancia
cinzenta.?

Essa alteracdo de astrécitos, no entanto, foi de dificil caracterizagdo nas
amostras de hipocampo e néo foi encontrada em nenhum grupo. Argumenta-se
que a analise histopatologica das alteragbes nos astrécitos seria mais bem
caracterizada em amostras de coOrtex e nucleos na base. Outra hipotese € que a
inducéo de cirrose pelo TAA oral teria efeitos menos toxicos em érgaos extra-
hepaticos como rins e cérebro, pois € transportado diretamente para o figado pela
veia porta ap0s entrar na circulacdo sistémica. A administracdo de hepatotoxinas
por via subcutanea ou inalatéria pode, mais provavelmente, causar dados extra-
hepaticos mais evidentes.(18)
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CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que nao foi encontrado efeito protetor do 6leo de
coco como suplemento no tratamento da cirrose hepética ao analisarem-se
marcadores de integridade hepatica, perfil lipidico e histopatologia, tanto hepatica
como muscular e nervosa, embora tenha havido tendéncia para os parametros de
melhoria.
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