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Efeitos dos acidos graxos sobre a regeneracdo hepatica em ratos

Effects of fatty acids on liver regeneration in rats
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RESUMDO

Objetivo: Estudar os efeitos dos acidos graxos poli-insaturados (PUFA) 6mega-3 e 6mega-6 no estresse oxidativo e na regeneracao
hepatica em ratos submetidos a hepatectomia parcial a 70% (HP, hepatectomia a 70%, hepatectomia parcial a Higgins-Anderson).
Métodos: 72 ratos Wistar machos jovens foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos de mesmo tamanho: controle,
parcialmente hepatectomizados, e parcialmente hepatectomizados com aporte diario intraperitoneal, por duas semanas, de ou
Omega-3 ou émega-6. Nos tempos 36h (T1), 168h (T2) e 336h (T3) pds-HP, substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) e
glutationa reduzida (GSH) foram medidos no plasma e no tecido hepatico, enquanto glicose e bilirrubina total foram aquilatados no
sangue. A massa do figado residual, nos mesmos tempos, foi o parametro utilizado para estimar a evolucdo da regeneragao
hepética. Resultados: PUFA 6mega-3 inibiu a regeneracao hepatica e induziu reducao na concentracao de GSH hepatico sete dias
p6s-HP. PUFA 6émega-6, ao contrario, ndo mostrou efeito inibitdrio sobre a regeneracdo. Houve aumento da peroxidagdo lipidica
tanto no sangue como no figado com a administracdo de émega-6. Conclusdo: PUFA dmega-3 retardou a regeneracdo hepatica
pés-HP provavelmente por inibicdo do estresse oxidativo. PUFA 6mega-6 aumentou as concentracdes de TBARS no sangue e no

figado mas nao alterou a evolucdo do processo regenerativo hepatico.

Descritores: Regeneracao hepética. Estresse oxidativo. Acidos graxos. Peroxidacdo de lipideos. Ratos.

INTRODUCAO

figado dos mamiferos possui notavel capacidade de

regeneracao apo6s dano tecidual, incluindo
hepatectomia parcial'. Apés a resseccao dos dois maiores
lobos do figado do rato, lateral esquerdo e mediano (PH,
hepatectomia parcial a 70%, hepatectomia parcial a
Higgins-Anderson, hepatectomia parcial a 2/3), os lobos
residuais, lateral direito e caudato, deflagram resposta es-
sencialmente hiperplasica com regeneracao de células e
tecidos? que culminam, em 3 a 14 dias, na restauracao do
volume original da glandula**. Por outro lado, espécies
reativas de oxigénio (ROS), substancias antioxidantes e
peroxidacao lipidica (LPO) tém sido implicadas como
influenciadoras nos mecanismos de controle do crescimen-
to e da proliferacdo celular®’. A administracdo de
antioxidantes exdgenos como alfa-tocoferol (vitamina E) e
glutationa reduzida (GSH) retarda a evolucdo da regenera-
cao hepatica’®. Além disto, muitos estudos relatam que a
génese e/ou a formacéo dos radicais livres constituem im-
portante fator no fendémeno da regeneracao hepatica, ne-
cessarios ao seu natural desenvolvimento®®. PUFA 6mega-
3 e Gmega-6 foram estudados em um classico modelo ex-

perimental de hepatectomia parcial devido a Higgins e
Anderson’ para avaliar suas influéncias no estresse oxidativo
e na regeneracao hepatica.

METODOS

A pesquisa obedeceu as normas do Colégio Bra-
sileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovada
pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da
UFC sob o numero protocolar 14/06 de 11 de Agosto de
2006.

Foram utilizados 72 ratos machos jovens (70+10
dias) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus: var. albinus,
Rodentia mammalia), com massa entre 100 e 235g prove-
nientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara e albergados, para o estudo, no biotério do LABCEX
em gaiolas de polipropileno com tampa de aco inoxidavel
e piso forrado com maravalhas, deixando aproximadamente
250 cm? de area livre. Os animais foram mantidos em ci-
clos circadianos de claro-escuro, com 12 horas de luz com
baixa intensidade e 12 horas de escuridao, tanto antes como
apos os procedimentos cirdrgicos e por todo o periodo da
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experimentacdo. As gaiolas foram higienizadas e os ani-
mais examinados cotidianamente. A temperatura ambien-
te foi mantida em 23+4° C, a umidade relativa do ar entre
40 e 70% e foi livre 0 acesso a 4gua e a racdo balanceada
prépria para a espécie composta de 4% de lipidios, 21%
de proteinas, 52% de carboidratos e o restante de residuos
nao digeriveis (Guabi Nutrilabor®, Mogiana Alimentos, Sdo
Paulo, SP)

Os animais foram distribuidos ao acaso em qua-
tro grupos de 18 ratos. O grupo 1 (G 1) foi o grupo controle:
os animais foram submetidos somente a laparotomia (sem
HP) no tempo inicial TO. Todos os outros grupos foram sub-
metidos a classica hepatectomia parcial a 70% de Higgins-
Anderson (HP)'no tempo TO e receberam diariamente,
por 14 dias, pela via intraperitoneal (i.p), injecoes de:
Grupo 2 (G2) — NaCl 0,9% (salina), 0,1ml/kg; Grupo 3
(G3) — PUFA 6mega-3 0, 1g/kg; Grupo 4 (G4) — PUFA
6mega-6, 0,1g/kg.

Seis ratos anestesiados de cada grupo, tomados
ao acaso, foram submetidos a hepatectomia complemen-
tar (HC) — exceto em G1, que foram submetidos a
hepatectomia total (HT) — em cada um dos tempos 36h
(T1), 168h (T2) e 336h (T3) apds o procedimento inicial em
TO. Nos tempos T1, T2 e T3 foram colhidas amostras de
sangue e do tecido hepatico residual. A coleta de sangue
foi realizada, sob visdo direta, por puncao da veia cava
abdominal, logo antes da hepatectomia parcial propria-
mente dita, ou da HT no G1. Todas as intervengdes cirlrgi-
cas foram realizadas sob anestesia inalatéria de éter dietilico
e a HP consistiu na exérese dos dois lobos anteriores do
figado do rato, como originalmente descrito por Higgins e
Anderson’, via laparotomia transversa obliqua subcostal
bilateral (incisao bilateral de Kocher) com aproximadamente
4cm de extensdo. A glicemia e a bilirrubinemia serviram
como parametros para avaliacdo do metabolismo hepati-
co sob regeneracao e as medidas do antioxidante GSH e
das substancias reativas ao acido tibarbiturico (TBARS), tanto
hepético como sanguineo, para mensurar o estresse
oxidativo. Amostras do sangue coletado foram
heparinizadas e, apds 10 minutos de centrifugacdo (4.000
rotacdes/min), colocados em tubos de ensaio hermetica-
mente fechados, foram congelados em nitrogénio liquido
a 70° C negativos para posterior preparacdo e analise. As
amostras de tecido hepatico foram, de modo idéntico, ar-
mazenadas e congeladas em tubos de ensaio. Acido
tiobarbiturico (TBA) foi adquirido da Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA. TAP kit (TA-01) foi comprado da Oxford
Biomedical Research (Oxford, MI, USA). Salina (NaCl 0,9%)
foi obtida na Quimica Farmacéutica Gaspar Viana, Brasil, e
Omegaven® (6mega-3) e Lipovenos® (6bmega-6) foram
comprados na Fresenius Kab Austria GmbH, Austria.

Peroxidacao lipidica (LPO) foi determinada pela
medida do malondialdeido (MDA) enquanto substancia
reativa ao TBA'. Para determinacdo do GSH, calculou-se
o teor dos grupos sulfidrilicos ndo protéicos pela técnica de
Sedlak & Lindsay'!, D-glicose foi estimada sequndo o mé-

todo de Slein como descrito por Vasconcelos' e o teor de
bilirrubina total foi dosado via a modificacao de Meites do
procedimento de Mallory and Evelyn'. A regeneracéo he-
patica foi avaliada pelas medidas das massas dos figados
residuais dos ratos.

GraphPad Prism 4,0 (GraphPad Software, San
Diego, Califérnia, USA, www.graphpad.com) foi usado para
analise computacional e estatistica, com as comparacoes
pelo Teste de Dunnett. A regeneracao do tecido hepatico
p6s-HP estad representado por retas de regressdo
(interpolatrizes) obtidas pelo método dos minimos quadra-
dos que, apds a assegurada distribuicdo do conjunto com-
pleto de grupos ser aproximadamente normal (nao mos-
trado), as retas foram comparadas duas a duas pelo teste t
de Student para coeficientes angulares (declividades). A
significancia estatistica foi fixada em 95% (p<0,05).

RESULTADOS

A comparacao entre G1 e G2 (Figura 1) repre-
senta “nao-hepatectomia versus hepatectomia”.
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Figura 1 -  Evolugdo dos Lobos Residuais Pés-HP. G1 = grupo

laparotomizado (sem HP) = grupo controle; G2 = HP
+ salina; G3 = HP + émega 3, G4 = HP + émega 6.
t teste de Student para coeficientes angulares de retas de regressao
mostra estatisticamente significante G1 x G2 e G3 x G4, p<0,05 (va-
lores de t em negrito.
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A figura 2 mostra aumento estatisticamente
significante na concentragao de GSH hepatico no G2, no
tempo T2. Idénticos crescimentos significativos ocorreram
nos tempos T1 e T3 (ndo mostrados). Além disto, GSH
hepatico decresceu de modo estatisticamente significativo
no G3, no tempo T2 (Figura 2), fatos que ocorreram tam-
bém nos tempos T1 e T3 (ndo mostrados).

As concentracdes de TBARS hepdaticos apresen-
taram-se significantemente aumentadas (P<0,01) em G4
(Figura 3), no tempo T2, mas tal crescimento também ocor-
reu no tempo T1 (ndo mostrado).

GSH plasmaético pos-HP foi significativamente
maior (p<0,01) em G2 nos tempos T1 e T2 e em todos 0s
tempos em G3. A figura 4 apresenta estes fatos no tempo
T2.

Tanto G2 como G3 nao possuem alteracdes sig-
nificativas de TBARS plasmaticos p6s-HP, mas o MDA
mostrou-se com concentracoes significativamente aumen-
tadas em G4 nos tempos T1 e T2. A figura 5 exibe esta
verdade no tempo T2.

Hiperglicemia estatisticamente significante
(p<0,01) ocorreu com os ratos de G2 nos tempos T2 e T3,
enquanto significante hipoglicemia (p<0,01), em todos os
tempos, foi evidenciada nos grupos G3 e G4. A figura 6
apresenta estes fatos no tempo T2.

Os niveis de bilirrubina total ndo se alteraram de
modo significativo em qualquer dos grupos, em qualquer
dos tempos (nao mostrado).

DISCUSSAO

Na figura 1 vé-se, através de retas de regressao
(interpolatrizes), a evolucdo dos figados residuais em cada
grupo. Como esperado, o grupo G1 ndo apresentou com-
portamento regenerativo uma vez que sua reta de evolu-
¢ao da massa hepatica é praticamente horizontal. De fato,
0s animais deste grupo ndo foram submetidos a qualquer
intervencao cirdrgica hepatica, nem submetidos ao aporte
de qualquer droga. O coeficiente angular da reta G1 nao é
nula — é pequeno, mas positivo — provavelmente porque
expressa o pequeno crescimento natural do figado em ra-
tos jovens. O grupo G2, ao contrario, exibe comportamen-
to de regeneracao agressivo, com a declividade de sua
interpolatriz significantemente maior que G1 (Figura 1). E
a regeneracao hepatica natural, sem drogas estimuladoras
ou inibidoras.

G1 e G3 apresentaram coeficientes angulares
muito préximos (Figura 1), informando que os crescimen-
tos regenerativos nestes dois grupos (nao-HP e HP+6mega
3) nédo sao significativamnete diferentes. Em outras pala-
vras, a administracao de PUFA 6mega-3 resultou em inibi-
¢ao do processo regenerativo do figado, ja que em G1 nao
ha, a rigor, qualquer regeneracao em curso. As declividades
das retas interpolatrizes de G4 e G2, por outro lado, nao
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sdo, de modo significativo, diferentes, o que em esséncia
atesta que o aporte de PUFA dmega-6 (G4) ndo interfere,
de modo significativo, com desenvolvimento natural da
regeneracao hepatica (G2).

Hepatectomia parcial per se é relacionado com
a formacao de radicais livres'*'> e os animais somente
hepatectomizados parcialmente (G2) mostraram tanto GSH
plasmatico como hepéatico aumentados (Figuras 4 e 2, res-
pectivamente), o que pode ser entendido como uma ten-
tativa de atenuar o estresse oxidativo gerado pela HP. Em
geral, células reagem ao estresse oxidativo com concen-
tracdo maior de GSH com a finalidade de inibir potencial
lesdo oxidativa. De fato, muitas pesquisas tém mostrado
aumento na producao de radicais livre apds hepatectomias
parciais® 1617,

O presente estudo demonstra que o fenémeno
da regeneracao hepética foi significativamente reduzido
apos a infusdo de 6Gmega-3 (Figura 1, G3 comparado a G2)

e que, ao mesmo tempo, houve decréscimo de GSH hepa-
tico (Figura 2, G3 comparado a G2). PUFA 6mega-3 funci-
ona, assim, como fator antioxidante que inibe a regenera-
cao do figado do rato pés-HP. Corroborando com estes
achados, varios pesquisadores tém mostrado que PUFA
Omega-3 inibe a geracao de radicais livres'®'® e, com rela-
Ca0 ao processo regenerativo, muitos estudos atestam a
importancia da peroxidacao lipidica (LPO)”'¢2°, Tais traba-
lhos sdo unanimes em apontar a génese e a formacao de
radicais livres entre os proeminentes fatores para uma re-
generacao hepatica fisiolégica, natural®®. Além disto, a
administracdo de antioxidante exdgeno bloqueia a rege-
neracao hepatica>®. Por exemplo, a oferta exégena de vi-
tamina E a ratos parcialmente hepatectomizados influen-
cia negativamente a regeneracdo hepatica’ e a adminis-
tracdo de GSH obstrui a regeneracdo do figado do rato®.
Assim, PUFA 6mega-3 exerce um fator inibitério sobre a
regeneracao hepatica pés-HP em rato provavelmente atra-
vés de suas propriedades antioxidativas.

Diferentemente de 6mega-3, os resultados aqui
obtidos mostram que a administracdo de PUFA 6mega-6
nao inibiu o processo regenerativo do figado do rato e,
uma vez que TABRS, tanto plasméatico com hepatico, au-
mentaram de forma significativa com a infusdo de 6mega-
6 nos tempos T1 e T2 (Figuras 5 e 3, respectivamente), o
presente estudo atesta que 6mega-6 induz aumentada
peroxidacao lipidica e, no entanto, 6mega-6 nao interfere
na evolucdo da regeneracao hepatica. Alguns estudos ob-
tiveram resultados ainda mais concludentes e mostraram
que 6mega-6, além de aumentar o estresse oxidativo'®2°,
incrementa a regeneracao hepatica do rato®.

Os divergentes comportamentos de 6mega-3 e
Omega-6 no que se refere ao estresse oxidativo e a rege-
neracdo hepatica, pode ser resumido do seguinte modo:
enquanto 6mega-3 inibe a regeneracdo hepatica e funcio-
na como um antioxidante, dmega-6 nao interfere com a
evolucao do processo regenerativo hepatico e tem proprie-
dades pro-oxidantes.

Estudos epidemioldgicos com a populacdo es-
quimd da Groenlandia?', bem como investigacdes em nu-
tricdo clinica?*#%e pesquisas laboratoriais com citocinas e
eicosaindides?*?®, tém mostrado que dmega-6 possui pro-
priedades proinflamatérias enquanto dGmega-3 exibe ativi-
dades anti-inflamatdrias?®. Propriedades similares foram
vistas aqui. Elas explicam as diferencas destes PUFA sobre
a regeneracao hepatica.

Neoplasias malignas sdo exemplos vivos de gran-
de proliferacdo celular tal como ocorre no fendmeno da
regeneracao hepatica. Varios investigadores tém sugerido
que 6mega-3 funciona como supressor de células
neoplasicas enquanto 6mega-6 estimula a carcinogénese?”
29 Existe evidéncia sugerindo que a incidéncia de carcino-
ma agressivo se correlaciona de modo direto com a ingestao
de 6mega-6> e, em contra-partida, ha trabalho relatando
diminuicao da proliferacdo de células tumorais de célon
em ratos alimentados com 6leo de peixe (6mega-3) quan-
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do comparados com 6leo de milho (6mega-6)3'. Varias
pesquisas, portanto, sdo conclusivas em apontar que die-
tas ricas em PUFA dmega-6 induzem crescimento tumoral
(proliferacdo celular) enquanto que dietas com alto teor de
PUFA 6mega-3 mostram efeito inibitério®. Tais estudos
estdo em consondncia com a presente pesquisa no que se
refere a proliferacdo celular —a compensatéria hiperplasia
do processo regenerativo hepatico: 6mega-3 bloqueia,
6mega-6 nao.

Um grande numero de trabalhos tem relatado
que os lobos hepaticos residuais pds-hepatectomia, apesar
do processo de regeneracdo em curso, mantém todas as
funcées hepaticas necessarias para manter a homeostase
organica em niveis normais*3334. Em ratos parcialmente
hepatectomizados, a concentragdo de insulina plasmatica
apresenta significativa diminuicdo®3, enquanto o nivel de
glucagon aumenta®-*, o que provavelmente constitui par-
te da resposta homeostatica que resulta, entre outras coi-
sas, a glicemia sob adequado concentracdo®. Tanto no
grupo com aporte de 6mega-3 como com infusdo de
Omega-6, a glicose plasmatica apresentou valores signifi-
cativamente diminuidos (Figura 6). Estas hipoglicemias sao
provavelmente consequéncias da acao dos lipidios sobre o
mecanismo secretoério de insulina. De fato, as pesquisas
tém revelado que a secrecao da insulina, diferentemente
do que anteriormente se pensava, que seria dependente
de forma Unica e essencial do estimulo da glicose, agora
se torna cada vez mais nitido que é significantemente alte-
rada pela interacdo do metabolismo da glicose e dos
lipidios**. Quando altos niveis de acidos graxos livres
circulantes em ratos em jejum por um dia sao repentina-
mente diminuidos via infusdo de um agente lipolitico (aci-
do nicotinico, por exemplo), um estimulo posterior de glicose
para a secrecao de insulina é totalmente inibido, mas se
torna normal se a concentracdo de acidos graxos livres é

ABSTRACT

mantida alta pela co-infusao de emulsao lipidica com
heparina*®4!. Pesquisas clinicas mostram resultados idénti-
cos com seres humanos com dois dias de jejum?®. Ratos
alimentados, desde que o nivel de acidos graxos livres
circulantes seja baixo, a resposta da secrecao de insulina
apo6s um estimulo de glicose é normal“®, mas aumento ar-
tificial na concentracao de acidos graxos livres circulantes
resulta em dramatico aumento da secrecao de insulina apés
um estimulo de glicose®’. Além disto, a poténcia
insulinotrofica dos acidos graxos tem correlacao direta com
o comprimento de suas cadeias e seus graus de satura-
cao*'. Presumivelmente, todos os animais dos grupos G3 e
G4, nutridos diariamente com alimento préprio para espé-
cie, mais infusdo intraperitoneal artificial de PUFA ou
6mega-3 ou 6dmega-6, apresentaram por consequéncia
secrecao mais alta de insulina e, portanto, hipoglicemia
(Figura 6). Além disto, substancias antioxidantes induzem
maior acao da insulina®, devido em parte a protecdo das
células beta das injurias dos radicais livres*. PUFA 6mega-
3, possuindo as duas propriedades, deveria, em tese, pos-
suir potencial hipoglicémico mais alto: de fato, os ratos do
G3 apresentaram maior queda glicémica.

A bilirrubina total plasmatica nao mostrou qual-
quer mudanca significativa em todos os tempos. Pesquisas
recentes atestam que a administracdo de 6leo de peixe,
ou de vitamina E ou de acido eicosapentaendico (EPA)
ndo induzem qualquer alteracdo significante nos testes de
funcdo hepatica®, fatos concordantes com o presente es-
tudo sobre estresse oxidativo*®4’.

Assim, os presentes resultados experimentais
corroboram com a hipétese de que o estresse oxidativo de-
sempenha expressivo papel no fenémeno da regeneracao
hepética no rato apoés hepatectomia parcial, e que a influ-
éncia dos acidos graxos 6mega-3 e dmega-6 sao distintas,
tanto no estresse oxidativo como na propria regeneracao.

Objective: To study the effects of polyunsaturated fatty acids (PUFA) omega-3 and omega-6 in the oxidative stress and in liver
regeneration in rats subjected to 70% partial hepatectomy (PH, 70% hepatectomy, Higgins- Anderson partial hepatectomy).
Methods: 72 young male Wistar rats were randomly divided into four equal-sized groups: control (G1), partially hepatectomized
(G2), partially hepatectomized with two weeks daily intraperitoneal infusion of omega-3 (G3) and partially hepatectomized with two
weeks daily intraperitoneal infuison of omega-6 (G4). In moments 36h (T1), 168h (T2) and 336h (T3) post-PH, thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) and reduced glutathione (GSH) were measured in plasma and liver tissue, while glucose and total
bilirubin were measured in blood. The mass of the residual liver in the same moments was the parameter used to estimate the
evolution of liver regeneration. Results: omega-3 PUFA inhibited liver regeneration and induced reduction of hepatic GSH
concentration seven days post-PH. Omega-6 PUFA, in contrast, showed no inhibitory effect on regeneration. There was an increase
of lipid peroxidation both in blood and liver with administration of omega-6. Conclusion: Omega-3 PUFA retarded post-PH liver
regeneration, probably through inhibition of oxidative stress. Omega-6 PUFA increased TBARS concentrations in blood and liver but

did not alter the evolution of the liver regenerative process.

Key words: Liver Regeneration. Oxidative Stress. Fatty Acids. Lipid peroxidation. Rats.
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