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APRESENTACAO

A obra Dialogo Conceitual e Metodologico das Ciéncias Sociais Aplicadas
com outras Areas do Conhecimento nos convida a refletir sobre um conjunto de
fendbmenos contemporaneos em dialogo com multiplos saberes e perspectivas,
razéo pela qual os capitulos que seguem estao organizados por afinidade tematica
e/ou metodoldgica.

Do uso de softwares para inclusao, passando pelo design de cidades e
ambientes, 0 que se destaca nos dois volumes aqui apresentados sdo as imbricagdes
entre areas de conhecimento com vistas a tornar a vida viavel.

Diversos em suas metodologias e métricas areas como economia, administracao,
arquitetura, geografia, biblioteconomia, entre outras, confluem na preocupagdao com
necessidade de compreender o mundo, superar seus desafios e propor caminhos
que apontem para a o uso sustentavel do solo, o direito a cidade, o acesso ao
conhecimento.

Boa leitura.

Maria lzabel Machado
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CAPITULO 21

AQAAO ANTI-INFLAMATORIA E ANTIOXIDANTE
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RESUMO: A insuficiéncia hepatica aguda
grave (IHAG) é causada por dano grave ao
figado seguido de encefalopatia e faléncia de

Dialogo Conceitual e Metodolégico das Ciéncias Sociais Aplicadas com outras Areas do Conhecimento 2

WISTAR

varios orgaos. Nao existe um tratamento para
a doenca. O objetivo do estudo foi avaliar o
efeito do 6mega-3 em modelo experimental
de IHAG induzida por paracetamol em ratos.
Foram utilizados 30 ratos Wistar machos
divididos em 6 grupos (n=5): Controle; IHAG;
Controle+Omega-3  (CO); IHAG+Omega-3,
Omega-3+IHAG e Omega-3+IHAG+Omega-3.
ApOs o0s respectivos tratamentos, realizou-
se medida das substancias que reagem ao
acido tiobarbiturico (TBARS), e da atividade
das enzimas antioxidantes, além da analise
histologica por hematoxilina e eosina (HE)
e imuno-histoquimica para interleucina-1
beta (IL-1B). No grupo IHAG observou-se
um aumento significativo na lipoperoxidagéo
em relacdo ao grupo controle e IHAG+O. A
atividade da superdxido dismutase (SOD)
IHAG em
relacdo ao IHAG+O. Houve um aumento na

apresentou aumento no grupo

atividade da glutationa peroxidase (GPx) no
grupo O+IHAG+O em relacdo ao IHAG+O.
Houve um aumento da atividade da catalase
(CAT) no grupo CO. Na avaliacdo histologica,
0 pré-tratamento com Omega-3 melhorou a
organizacdo do parénquima hepatico. Na
avaliacdo imuno-histoquimica, o grupo IHAG
mostrou um aumento na expresséo da IL-13
no tecido hepatico em comparagcdo ao grupo
controle. Os animais tratados com émega-3
apresentaram uma redug¢do na marcagao da IL-
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1B em comparagcéo com os demais grupos. Em concluséo, os resultados mostraram
gue nos animais com IHAG houve um aumento no dano oxidativo e inflamatorio e que
0 6mega-3 ajudou a reduzir esses danos.

PALAVRAS-CHAVE: Acido graxo poli-insaturado, estresse oxidativo, inflamacéao,
hepatite aguda, interleucina-1.

ANTI-INFLAMMATORY AND ANTIOXIDANT ACTION OF OMEGA-3 IN
EXPERIMENTAL MODEL OF SERIOUS ACUTE HEPATIC INSUFFICIENCY IN
WISTAR RATS

ABSTRACT: Severe acute liver failure (HFSI) is caused by severe liver damage followed
by encephalopathy and multiple organ failure. There is no treatment for the disease. This
study evaluates the effect of omega-3 fatty acid in the experimental model of acute liver
failure (IHAG) induced by paracetamol in rats. Thirty male Wistar rats were divided into
6 groups (n = 5): Control; IHAG; Control + Omega-3 (CO); IHAG + Omega-3, Omega-3
+ IHAG and Omega-3 + IHAG + Omega-3. The activity of antioxidant enzymes and
histological analysis by hematoxylin and eosin (HE) and immunohistochemistry (IL-1()
were measured using thiobarbituric acid (TBARS). An increase in lipoperoxidation was
observed in the IHAG group in relation to the control group and IHAG + O. Superoxide
dismutase (SOD) activity increased in the IHAG group compared to the IHAG + O
group. There was an increase in the activity of glutathione peroxidase (GPx) in the
group O + IHAG + O in relation to the IHAG + O. There was an increase in catalase
activity (CAT) in the CO group. In the histological evaluation, the pre-treatment with
Omega-3 presented improvement in the organization of the liver parenchyma. In the
immune histochemical evaluation, the IHAG group had an increase in IL-13 expression
compared to the control group. The animals treated with &mega-3 had a reduction in
IL-1B marking compared to the other groups. In conclusion, the results showed that in
animals with HGHI there was an increase in oxidative and inflammatory damage and
that 6mega-3 helped reducing these damages.

KEYWORDS: Polyunsaturated fatty acid, oxidative stress, inflammation, acute
hepatitis, interleukin-1.

INTRODUGCAO

A insuficiéncia hepatica aguda grave (IHAG) é uma sindrome com altas taxas
de morbidade e mortalidade e baixa prevaléncia na populagcdo humana. Caracteriza-
se por inicio subito em pacientes com figado previamente normal com rapida
progresséo, levando a insuficiéncia hepatocelular, 0 que se traduz em grandes
distarbios metabdlicos, susceptibilidade particular a infeccbes bacterianas ou
fungicas, colapso de multiplos 6rgaos, coagulopatia e disturbios do sistema nervoso
central, com mortalidade atingindo 80-90%. A les&o hepatica grave no parénquima
hepatico pode ter diferentes etiologias, como medicamentos, xenobibticos, bactérias,
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alcool e virus. (MIGUEL, 2017; RAISH, 2016; CHOI, 2016).

As complicacbes mais frequentes apresentadas pelos pacientes com IHAG
sao: encefalopatia hepatica, edema cerebral, sepse, alteracbes hemodinamicas,
insuficiéncia renal, coagulopatia, insuficiéncia respiratéria, alteracdes metabdlicas e
ma-nutricdo. A encefalopatia hepatica € uma sindrome neuropsiquiatrica relacionada
a disfuncao hepatica, sendo a maior complicacdo da IHAG devido a uma menor
detoxificacdo de amoénia pelo figado, gerando hiperamonemia. (TAMAOKI, 2016).

A IHAG é um grande desafio para a medicina atual, sendo necessario
uma avaliacdo rapida e precisa destes pacientes, (RAISH, 2016; CHOI, 2016),
principalmente quanto a deciséo a respeito do transplante hepatico, unico tratamento
que evita a morte (LIU, 2015; FUGIWARA,2017; GILSANZ et al, 2017).

A toxicidade de farmacos hepatotdxicos, como o paracetamol, tem sido
relacionada em todo o mundo como uma das causas mais frequentes de IHAG,
tanto em adultos quanto em criancas acima de trés anos (VELOSA et al 2013).
O paracetamol € um agente analgésico e antipirético amplamente utilizado,
sendo seguro em doses terapéuticas. No entanto, as sobredoses de paracetamol
induzem estresse oxidativo severo, o que leva a insuficiéncia hepatica aguda grave
(MAHMOUD & MALMOUD, 2016).

N&ao ha um tratamento eficaz para a doenca e o transplante hepatico, que é
0 Unico tratamento efetivo, FUGIWARA,2017; GILSANZ et al, 2017; DI GIORGO,
2017) esbarra na dificuldade de conseguir um doador compativel com o receptor.
A imunossupressdao moderna tem permitido avangos importantes nos resultados
de curto prazo (SOLE &SOLE, 2017). Porém, a imunossupresséo pouco influencia
na rejeicao crdnica e provoca toxicidade crénica na pratica clinica (BAROJA, 2016;
MIGUEL, 2017). Atualmente, ndo ha um tratamento estabelecido para a insuficiéncia
hepatica aguda grave além do transplante hepéatico e do uso de N-acetilcisteina
como um agente hepatoprotetor (NABI, 2017).

Os acidos graxos poli-insaturados émega-3 sdao um conjunto de lipidios,
incluindo o Acido Alfa-Linolénico (ALA), Acido Eicosapentaenotico (EPA) e Acido
Docosahexaendico (DHA) presente em peixe ou em 6leo de peixe (WEISMAN et
al, 2017; ZGORZYNSKA, 2017). Estes acidos graxos sao considerados essenciais
porque ndao podem ser sintetizados pelo organismo (OLIVE, 2012; ZHU, 2012;
WEISMAN et al, 2017). Além disso, exercem efeitos anti-inflamatérios em varias
doencas hepéticas, incluindo cirrose, insuficiéncia hepatica aguda e doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (LI et al, 2016).

Sua acgao anti-inflamatéria, antioxidante (SMITH, 2014; ESTRADA, 2015;
GHAREKHANI, 2016) e imunomoduladora estdo associadas a sua capacidade de
modular a sintese de diferentes eicosanoides (ZHU, 2012 ;ZGORZYNSKA, 2017).
Regula a resposta inflamatéria através da diminuicédo de citocinas inflamatérias (LI
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et al 2016) e da inibicdo da formacao de eicosandides a partir de acido araquidbnico
(GHAREKHANI, 2016; MELO, 2017). Outro estudo demonstrou esta capacidade,
e acao neuroprotetora importante, evitando isquemias e acidente vascular cerebral
(SABEM, 2015). O émega-3 contribui também para o desenvolvimento pos-natal,
principalmente dos sistemas nervoso central e periférico (JACOBS, 2015).

O papel cardioprotetor do 6mega-3 é muito discutido na literatura cientifica,
em relacdo aos seus efeitos na prevencao e tratamento das cardiopatias (SABEM,
2015, BRENNA, et al 2015; SKOCZYNSKA, et al 2015). Os possiveis mecanismos
pelos quais esses acidos graxos reduzem o risco de eventos cardiovasculares
incluem: promog¢ao do relaxamento endotelial, desaceleracéo da formagao de placas
de ateroma,(OLIVE, 2012; MELO, 2017) acao anti-inflamatéria aguda e crénica
(DROBNIC, 2017), acao anti-trombogénica, reducao da expressdo das moléculas
de adesdo, da agregacédo de plaquetas e da susceptibilidade a arritmia ventricular
(OLIVE, 2012; MELO, 2017) Reduzem os niveis séricos de triglicerideos e colesterol,
contribuindo para a regulacao da pressao arterial (JACOBS 2015; BRENNA et al
2015), esses efeitos combinados reduzem a taxa de mortalidade associada a doenca
cardiovascular, doencga coronaria e infarto agudo do miocardio devido a melhora da
funcao cardiaca (SMITH, 2014; BRENNA et al 2015).

No estudo de Borges e colaboradores, foi monstrado a acdo do 6mega-3
na reducdo das concentragcdes de proteina C-reativa (PCR), eicosandides proé-
inflamatérios, citocinas, quimiocinas e de outros biomarcadores da inflamacao. A
suplementacdo com o 6mega-3 representa uma terapia adicional ao tratamento de
doencas inflamatorias crénicas sistémicas, como por exemplo, o lupus eritematoso
sistémico e outras doencas reumaticas (BORGES, 2014).

Considerando que o manejo da insuficiéncia hepatica aguda grave continua
sendo um dos problemas mais desafiadores da clinica médica, o objetivo geral do
trabalho foi avaliar o efeito na prevencdo e tratamento do Omega-3 em modelo

experimental de IHAG induzido por paracetamol em ratos.

METODOLOGIA
Animais

Todos os procedimentos experimentais realizados nos animais estdo de acordo
com o preconizado pela Lei Arouca (Lei n° 11.794, de 08.10.2008) e segundo as
orientacées da CEUA (Comissdo de Etica no Uso de Animais) da UFCSPA sob o
protocolo n° 15/175. (EM ANEXO ).

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar com 2 meses de idade e peso
médio de 250g. Todos os animais foram obtidos no Biotério da UFCSPA e mantidos
em caixas plasticas com 4 animais por caixa sob ciclo claro/escuro (12h/12h), com
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temperatura ambiente controlada de 22°C + 1°C.

Todos 0s animais receberam racao controle (ad libitum) e fenobarbital 2% na
agua de beber, durante sete dias no biotério. No oitavo dia, os grupos IHAG foram
submetidos a inducéo da insuficiéncia hepatica aguda grave através da administracéo
intraperitoneal de paracetamol e os grupos controles receberam apenas solugéo
fisioldgica i.p.

Foram utilizados 30 ratos machos divididos em seis grupos, cada grupo com
n=>5.

1 - Grupo Controle: receberam 1ml de solucéo fisiologica i.p. (intraperitoneal).
2 - Grupo Controle+Omega-3 (CO): Receberam 1ml de solucéo fisiologica

i.p. mais 6mega- 3 na dose de 1g/kg de peso por gavagem 6 horas antes
e 6 horas apds a inducéo.

3 - Grupo doente (IHAG): Receberam paracetamol i.p. na dose de 900mg/kg
de peso.

4 - Grupo IHAG+Omega-3: receberam paracetamol 900mg/kg i.p. mais
O6mega-3 na dose de 1g/kg de peso por gavagem 6 e 30 horas apos a
indugao.

5 - Grupo Omega-3+IHAG receberam paracetamol 900mg/kg i.p. mais
Omega-3 na dose de 1g/kg de peso por gavagem 6 e 30 horas antes da
inducao.

6 - Grupo Omega-3+IHAG+Omega-3 receberam paracetamol 900mg/kg i.p.
mais dmega-3 na dose de 1g/kg de peso por gavagem 6 horas antes e 6
horas apés a inducéo.

Morte dos Animais

A morte ocorreu 48h apoOs a inducdo da IHAG através da sobredose de
anestésicos. Os animais foram anestesiados com 50mg/kg de cloridrato de xilasina
e 100mg/kg de cloridrato de cetamina.

O figado foiretirado, pesado e separado em duas partes, uma parte foi congelada
em nitrogénio liquido e a outra imersa em fixador para preparacao das laminas para
histologia e imunohistoquimica.

Analises Anatomopatologicas

Para o exame histologico, o material foi fixado em formalina e, apés, incluido
em blocos de parafina, sendo posteriormente cortado em micrétomo rotativo na
espessura de 6um e realizada a técnica de coloragcdo por Hematoxilina-Eosina (HE).

As laminas foram analisadas em microscopio binocular Nikon Labophot nos
aumentos de 25X, 100X, 200X e 400X.
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Técnica de imuno-histoquimica para IL-1 B

Realizou-se atécnica de imuno-histoquimica para a localizacdo e a quantificacéo
da interleucina IL-1B no tecido hepatico foi feita através do software Image Jay. A
partir das amostras inclusas em bloco de parafina, foram obtidos cortes de 3ym de
espessura. Em seguida os cortes foram imersos em xilol e alcool etilico e submetidos
a recuperacao antigénica a 98°C usando o tampao citrato (10mM, pH=6,0) durante
40 minutos.

Foi feito o bloqueio da peroxidase com 5% de peroxido de hidrogénio (H,O,)
em metanol, em trés etapas de 10 minutos. O bloqueio de proteinas inespecificas
foi feito com albumina bovina sérica (BSA a 1%), durante uma hora a temperatura
ambiente.

ApoOs estas etapas, as amostras foram incubadas com o anticorpo primario IL-
1B (1:50 da marca Santa Cruz) overnight a 4C°.

Passado este periodo, as amostras foram lavadas para a retirada do anticorpo
primario e incubadas com o anticorpo secundario conjugado, por 40 minutos. As
reacOes foram reveladas com diaminobenzidina e contra-corados com hematoxilina
de Harris (POLAK & VAN, 1997).

Determinacao das substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Foi determinada a lipoperoxidagao no tecido hepatico através do método de
substancias que reagem ao acido tiobarbitarico (TBARS). A técnica de TBARS
consiste no aquecimento do material homogeneizado na presenca de acido
tiobarbiturico e consequente formag¢ao de um produto de coloracéao résea, medido
em espectrofotdmetro a 535 nm (BUEGE & AUST, 1978).

Atividade da Enzima Antioxidante Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade desta enzima foi determinada no tecido hepatico e € definida por
sua capacidade para inibir um sistema de detecgéo que reage com o oxigénio (O,).
A técnica de medida da SOD foi baseada na inibicdo dessa reacao. Para isto, foi
utilizada adrenalina que, no meio alcalino, se transforma em adrenocromo produzindo
anion radical superdxido (O,”), que € o substrato da enzima. A atividade enzimatica
foi expressa em unidades SOD/g de tecido (quantidade de SOD que inibe em 50% a
velocidade de reducéo da adrenalina (BOVERIS, 1963; HARA, 1972).

Atividade da Enzima Antioxidante Catalase (CAT)

A enzima catalase foi medida no tecido hepatico e a enzima catalisa a
decomposicdo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. A velocidade de
decomposicéo do peroxido de hidrogénio é diretamente proporcional a atividade
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enzimatica e obedece a uma cinética de pseudo-primeira ordem com respeito ao
peréxido de hidrogénio. O ensaio consistiu em medir a diminuicdo da absorcao a
240nm (BOVERIS & CHANCE, 1986).

Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A determinacéo da glutationa peroxidase (GPx) foi verificada no tecido hepatico,
e € selénio-dependente e consiste em medir a velocidade de consumo do NADPH
em um sistema que contenha glutationa (GSH), sendo que a oxidacao se registra
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 340 nm (WENDEL, 1981). A
GPx tem alta atividade no figado e nos eritrécitos, moderada atividade no coragéo e
nos pulmdes e baixa atividade no musculo (MILLS, 1960).

Analise Estatistica

Os dados sao apresentados como média + erro padrao da média. A analise
estatistica foi feita por ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey com significancia
de 5%.

RESULTADOS

A avaliacdo histoldégica do tecido hepatico foi realizada por coloragdo de
hematoxilina e eosina (HE) com uma ampliacdo de 100X. Como pode ser visto
nas Figuras 1 (grupo controle) e 2 (grupo controle+Omega-3, (CO)), o parénquima
hepatico apresenta-se normal, com corddes de hepatdcitos com citoplasma de
aspecto claro (setas brancas) e nucleos bem preservados (setas pretas).

Figura 1: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a coloracdo HE (Hematoxilina e Eosina)
em aumento de 100X. Grupo Controle. Observa-se o parénquima hepatico normal, com
corddes de hepatbcitos com citoplasma de aspecto claro (setas brancas), os nicleos bem

preservados (setas pretas) e veia centrolobular (*); (Barra de calibragdo 250 um).
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Figura 2: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a coloragdo HE (Hematoxilina e Eosina)
em aumento de 100X. Grupo Controle+Omega-3(CO). O parénquima hepatico apresenta-se
normal, com corddes de hepatécitos de aspecto claro com citoplasma (setas brancas) e nucleos
bem preservados (setas pretas); (Barra de calibragéo 250 ym).

Na andlise histologica do grupo doente (IHAG), mostrado na Figura 3, ha
evidéncias de desorganizacédo no cordao de hepatdcitos (setas pretas), presenca de
infiltrado inflamatorio e necrose (setas brancas).

Figura 3: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a colora¢do HE (Hematoxilina e Eosina)
em aumento de 100X. Grupo IHAG. Nota-se desorganizagdo no cordao de hepatocitos (setas
pretas), presenca de infiltrado inflamatério e necrose (setas brancas); (IHAG: Insuficiéncia
Hepéatica Aguda Grave); (Barra de calibracao 250 um).

Na Figura 4 e 5 dos grupos pré e pos-tratados com dmega-3 observam-se
os corddes de hepatécitos mais preservados e com diminuigcdo da incidéncia de
necrose e infiltrado inflamatorio.
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Figura 4: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a coloracdo HE (Hematoxilina e Eosina)
em aumento de 100X. Grupo 6mega—3+IHAG. Observam-se os corddes de hepatécitos (setas
pretas), presenca de necrose e infiltrado inflamatério (setas brancas); (IHAG: Insuficiéncia
Hepética Aguda Grave); (Barra de calibracao 250 ym).

Figura 5: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a coloragéo HE (Hematoxilina e
Eosina) em aumento de 100X. Grupo Omega-3+IHAG+Omega-3. Observam-se os corddes
de hepatdcitos (setas pretas) e presenca de necrose e infiltrado inflamatério (setas brancas);

(IHAG: Insuficiéncia Hepatica Aguda Grave); (Barra de calibragcdo 250 pym).

Observou-se um aumento significativo na liporeroxidacdo medida por TBARS
nos animais do grupo doente (IHAG) em relagc@o ao grupo controle e controle+6mega-3
(CO). O grupo que recebeu o tratamento ap6s a indugcédo da doenca apresentou uma
reducao significativa na lipoperoxidacdo em relagcéo ao grupo doente sugerindo uma
melhora através da administracédo do dmega-3 (Gréfico 1).
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Grafico 1: Medida das substancias que reagem ao &cido tiobarbitirico (TBARS).

2 diferenca significativa do grupo controle (C) e controle + 6mega(CO ).
bdiferenca significativa do grupo doente (IHAG)

Os resultados sé@o expressos com média + erro padrdo média (EPM), (p < 0,05).

A atividade da superoxido dismutase (SOD) apresentou uma reducao
significativa no ao grupo que recebeu o tratamento com o 6mega-3 apés a inducéao
de insuficiéncia hepatica aguda grave (IHAG+0) em relacéo ao grupo doente (IHAG).
O grupo pos tratado com dmega-3 também reduziu significativamente a atividade
da SOD em relagdo ao grupo que recebeu dmega-3 antes e depois da indugao
(O+IHAG+O) (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Atividade da superdxido dismutase (SOD) em figado de ratos com IHAG, tratados
com Omega-3.

bdiferenca significativa do grupo IHAG.
e diferenca significativa do grupo Omega-3+IHAG+Omega-3.

Os resultados sé@o expressos com média + erro padrdo média (EPM), (p < 0,05).

Na atividade da catalase (CAT) houve um aumento significativo no grupo que
recebeu o tratamento com émega-3 antes da inducéo da doenca (O+IHAG) e no
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grupo Controle+Omega-3(C0O), ambos em relagdo ao grupo controle (Gréafico 3).
Na atividade da glutationa peroxidase (GPx) houve uma reducdo significativa na
atividade da enzima no grupo que recebeu o tratamento com o édmega-3 apoés a
inducdo (IHAG+0) (Grafico 4), em relacdo ao grupo que recebeu dmega antes
e depois da inducdo (O+IHAG+0), sugerindo que o pré e o pos tratamento com
Omega-3 contribuiu para o aumento da atividade enzimatica (GTabela 1).

Catalase

Clontrole THAG+O O+THAG O+THAGH+O

60

(U/mg de Proteina)
—_ (%] (9] foN o
o o o o o

o

Grafico 3 - Atividade da catalase (CAT) em figado de ratos com IHAG, tratados com Omega-3.

aDifere significativamente o grupo controle.

Os resultados sé@o expressos com média + erro padrdo média (EPM), (p < 0,05).
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Grafico 4 - Atividade da glutationa peroxidase (GPx) em figado de ratos com IHAG, tratados
com Omega-3.

°Difere significativamente do grupo Omega-3+IHAG+Omega-3.

Os resultados sa@o expressos com média + erro padrao média (EPM), (p < 0,05).
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Grupos

Parametros - - - - -
Cc IHAG co IHAG+O O+IHAG O+IHAG+0O

SOD (U/mg) 8,92+0,48 12,61+1,14 10,85+0,64 7,63+0,71°¢ 9,50+1,33  13,26+0,84

CAT (U/mg) 23,35+2,50 36,30+0,76 50,39+0,612 36,14+3,02 44,02+6,03* 36,94+7,62

GPX (U/mg) 28,53+0,97 33,24+3,88 34,52+1,79 23,25+1,13° 34,13+4,81 42,96+2,03

Tabela 1- Atividade das enzimas SOD (superéxido dismutase), CAT (catalase) e GPx
(glutationa peroxidase) no tecido hepatico dos animais controle (C), insuficiéncia hepatica aguda
grave (IHAG), controle tratados com édmega-3 (cO), IHAG+6mega-3 (IHAG+0), Omega-3+IHAG

(O+IHAG), 6mega-3+IHAG+6mega-3 (O+HAG+0).

adiferenca significativa do controle
bdiferenca significativa do grupo IHAG.
ediferenca significativa do grupo Omega-3+IHAG+Omega-3.

Os resultados sdo expressos com média + erro padrao média (EPM), (p < 0,05).

Na avaliagcao imuno-histoquimica, os animais do grupo doente (IHAG), Figura 6,
apresentaram maior expresséo da IL-13 em comparacg&o aos grupos controles, figura
7,8 e também em relagdo aos demais grupos. No grupo pdés tratado com émega-3,
apresentou um aumento significativo em relacdo ao grupo controle e redugcdo em

relacdo ao grupo doente (Gréfico 5).

Figura 6: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a marcagéo imuno-histoquimica
para interleucina-1 (IL-18) em marrom (setas pretas) em aumento de 100X. Grupo IHAG
(Insuficiéncia Hepética Aguda Grave); (Barra de calibragao 250 ym).
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Figura 7: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a marcagéo imuno-histoquimica,
para interleucina 1 (IL-13) em aumento de 100X. As setas pretas estéo indicando cordéao de
hepatoécitos normais. Grupo Controle (CO); (Barra de calibragédo 250 pm).

Figura 8: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a marcacao imuno-histoquimica, para
interleucina-1(IL-1B) em aumento de 100X. Auséncia de marcagdo em marrom; cordao de
hepatoécitos normais, (setas pretas). Grupo controle+Omega-3 (CO); (Barra de calibragao 250

um).
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Grafico 5: Quantificagdo da marcag¢ao imuno-histoquimica da interleucina-18 (IL-18).
a: Difere significativamente dos demais grupos.
b: Difere significativamente do grupo controle

Os resultados s@o expressos com média + erro padrao média (EPM), (p < 0,05).

Todos os animais que receberam o tratamento com o émega-3, (Figura 9 e 10)
apresentaram reducado na marcacao da IL-1B no figado em comparagdo com os ani-
mais do grupo IHAG (Figura 6).

Figura 9: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a marcagéo imuno-histoquimica, para
interleucina-1 (IL-13) em marrom (setas pretas) em aumento de 100X. Grupo IHAG+Omega-
3+IHAG (Barra de calibragéo 250 pm).
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Figura 10: Fotomicrografia de figado de rato Wistar com a marcagéo imuno-histoquimica, para
interleucina-1 (IL-1B), em marrom (setas pretas) em aumento de 100X. Grupo Omega-3+IHAG)
(Barra de calibracao 250 ym).

DISCUSSAO

A IHAG é uma alteracao hepatica aguda com fisiopatogenia multipla, pouco
conhecida e fisiopatologia estabelecida com variantes quanto a etiologia. Os
estudos dos mecanismos que desencadeiam as lesdes hepaticas sdo necessarios
para determinar as vias envolvidas nos danos do tecido e os melhores meios de
intervencdo na doenca. Os empregos de modelos experimentais para estudar
os efeitos de substancias antioxidantes auxiliam o estudo destes mecanismos.
Os medicamentos que podem desacelerar a evolugdo da doencga ou reorganizar
0 parénquima hepatico sao possiveis agentes terapéuticos para o tratamento da
insuficiéncia hepatica aguda grave (SCHEMITT, 2016).

No presente estudo verificou-se que o &mega-3 atenuou o estresse oxidativo e
a inflamacé&o na IHAG induzida por paracetamol em ratos. Na avaliagdo histolégica
com hematoxilina e eosina (HE), os animais que receberam émega-3 previamente a
inducdo da doenca obtiveram os melhores resultados, apresentando umarecuperag¢ao
da desorganizacao do parénquima hepatico. Os animais que receberam uma dose do
Omega-3 apos a indugao de IHAG também demonstraram uma melhora significativa
do parénquima hepatico e o grupo que recebeu uma dose do 6mega-3 antes e outra
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apés a inducéo da doenga também obteve uma melhora no aspecto das lesdes
hepaticas, verificada através dos corddes de hepatbcitos mais preservados e com
diminuicao da incidéncia de necrose e infiltrado inflamatério.

Outros estudos demonstraram os efeitos benéficos de substéncias antioxidantes
auxiliando o tratamento da IHAG, como o estudo de Schemitt e colaboradores que,
em modelo de insuficiéncia hepatica fulminante induzido por tioacetamida em ratos,
mostraram que os danos nos tecidos hepaticos foram significativamente menores nos
animais que foram tratados com glutamina apés a inducéo da doenca. Outro estudo
mostrou que o tratamento com a resolvina D1, um produto do metabolismo dos acidos
poli-insaturados 6mega-3, melhorou o dano estrutural no figado de camundongos
com IHAG. No estudo de Miguel e colaboradores, que induziu a IHAG através da
administracao de tiocetamida em ratos, o tratamento com a vitamina E mostrou uma
diminuicdo na lesé&o hepatica (necrose e inflamacéo). Assim como a vitamina E,
que possui atividade antioxidante e anti-inflamatoéria conhecida, o &mega-3 também
demonstrou ser eficaz no tratamento da IHAG, através das analises histologicas que
demonstraram uma melhora significativa no figado dos animais que receberam o
tratamento com o 6mega-3.

O estresse oxidativo é um processo mediado pela formacgao de radicais livres
que resultam na degradacgao oxidativa dos lipideos (lipoperoxidagcao) e de proteinas
presentes nos diversos sistemas da membrana celular (LI, 2016). Os animais com
IHAG apresentaram um aumento significativo na lipoperoxidacdo em relacdo ao
grupo controle e grupo CO e o tratamento com 6mega-3 apds a indugao da doenca
reduziu significativamente o dano oxidativo nas membranas celulares. O estudo
de Chen e colaboradores mostrou que o tratamento com a resolvina D1 foi capaz
de reduzir a lipoperoxidacéo e as transaminases em camundongos com IHAG e,
com isso, reduzir as consequéncias da doenca (CHEN, 2016). Alguns estudos tém
demonstrado que o tratamento com antioxidantes como a vitamina E e a glutamina
sé@o capazes de reduzir os radicais livres e a lipoperoxidacdo em modelo de IHAG
induzido por tioacetamida.(SCHEMITT, 2016). Outro estudo que avaliou a eficacia da
administracao de acidos graxos poli-insaturados dmega-3 na regeneracao hepatica
apos 90% de hepatectomia parcial em ratos verificou que o dmega-3 desempenha
um papel protetor sobre os hepatdcitos através da inibicdo da lipoperoxidacao nas
células hepaticas (QlU, 2012).

No estudo de Raish e colaboradores foi avaliado o efeito hepatoprotetor do extrato
etandlico de Lepidium sativum através do modelo de dano por D-galactosamina. Nos
animais que receberam o tratamento antes da indu¢do da doenca, o extrato etandlico
de Lepidium sativum diminuiu significativamente a lipoperoxidacao hepatica (RAISH,
2016).

O organismo depende de um sistema de defesa antioxidante contra as
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espécies reativas de oxigénio dividido em dois tipos principais: enzimaticos, como
as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa S-transferase (GST) e ndao enziméaticos, como glutationa (GSH),
acido ascérbico (vitamina C), flavondides, vitamina E, entre outros (QlIU, 2012). No
presente estudo verificou-se que, nos animais que receberam o tratamento apos a
inducédo da doenca houve uma reducéo significativa na atividade da enzima SOD,
em relagdo ao grupo doente (IHAG) e teve diminuicao significativa também no grupo
gue recebeu o tratamento com o 6mega-3 através de uma dose antes e outra depois
da inducédo da doenca. Em resposta ao tratamento com o édmega-3, houve uma
reducao das lesdes hepaticas provocadas pelo modelo, contribuindo para o aumento
da atividade enzimética.

No estudo de Chen e colaboradores, também foi observado aumento da
atividade da SOD em camundongos com IHAG tratados com a resolvina D1 (CHEN,
2016). Por outro lado, no trabalho de Schemitt, e colaboradores, a atividade da (SOD)
foi significativamente menor no grupo tratado com glutamina comparado ao grupo
tioacetamida (SCHEMITT, 2016).

No estudo de Zhong e colaboradores que avaliaram os efeitos protetores da
curcumina em modelo experimental de insuficiéncia hepatica, verificou-se que a
atividade das enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST) aumentaram
nos animais que receberam o tratamento com a curcumina. No estudo de Raish e
colaboradores, as enzimas SOD, CAT e GPx apresentaram um aumento significativo
de suas atividades no grupo que recebeu o tratamento com o extrato etandlico
de Lepidium sativum antes da inducao da IHAG em relacdo ao grupo doente que
apresentou uma reducéo significativa.

No presente estudo, nos animais doentes que receberam o tratamento com
o 6mega-3 antes da inducao da doenca, a enzima catalase (CAT) apresentou um
aumento significativo de sua atividade em relacdo ao grupo controle. Os animais
tratados com 6mega-3 apds a indugcédo da doencga tiveram um aumento significativo
em relacéo ao grupo controle. No trabalho de Schemitt e colaboradores a atividade da
(CAT) também foi elevada nos animais que receberam o tratamento com a glutamina
apos a inducao da IHAG em comparagcao com o grupo doente (tioacetamida), que
apresentou uma reducéo significativa. (SCHEMITT, 2016).

No estudo de Chen e colaboradores também foi observado aumento da
atividade da GPx em camundongos com IHAG tratados com a resolvina D1(CHEN,
2016).No trabalho de Schemitt e colaboradores a atividade da enzima GPx foi
significativamente menor no grupo tratado com glutamina, comparado ao grupo
tioacetamida (SCHEMITT, 2016). No presente estudo, nos animais que receberam
o tratamento ap6s a inducéo da doenca apresentaram uma reducéo significativa na
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atividade da GPx em relagé@o ao grupo que recebeu o tratamento com 6mega-3 antes
e depois da inducéo da doenca. A resposta enzimatica observada na GPx demonstra
o resultado efetivo da acdao do dmega-3 frente a IHAG em ratos.

A IHAG é mediada por uma ativagcdo de macrofagos e células T com aumento
da producéo de citocinas produzindo um dano hepético parenquimatoso e disfuncéao
hepatica. As citocinas s&o fatores-chave na inflamacéo do figado (SCHMOCKER et
al, 2007). A IL-18 € uma potente citocina pro-inflamatoria e esta envolvida em varias
doencas inflamatédrias, contribuindo para o desenvolvimento de diversas doencas,
incluindo doencas inflamatérias e alérgicas (TSUTSUI, 2015). A IL-13 desempenha
um papel crucial na resposta imune e na inflamacéao e no antagonista do receptor de
IL-18, o antagonista anti-inflamatoério natural da IL-1B também & associado a vérias
doencas inflamatérias e distarbios autoimunes (LAl et al, 20117).

A interleucina IL-1B3 desencadeia inflamac&o hepatica sustentada e diminui a
atividade de regeneracao dos hepatdcitos. A inflamacéao e a regeneracéo hepatica
favorecem o desenvolvimento de insuficiéncia hepatica aguda grave (QIU, 2012;
IRACHETA, 2017). No presente estudo houve um aumento significativo na marcagao
da IL-1B nos animais doentes (IHAG) em relacdo aos demais grupos. No grupo pos
tratado com dmega-3, demonstrou um aumento significativo na marcacao da IL-
1B em relagcdo ao grupo controle reducdo significativa em relagdo ao grupo doente
(IHAG).

No estudo de Schmdcker e colaboradores, que avaliaram o papel do 6mega-3
na patogénese da hepatite induzida por D-galactosamina/lipopolissacarida em
camundongos, foi demonstrado que a suplementacdo com 6émega-3 diminuiu
a producédo de IL-1B em células mononucleares. A diminuicdo da inflamacéao
foi observada com o aumento da suplementacdo de acidos graxos Omega-3
(SCHMOCKER et al 2007).

A administracdo pds-operatéria de acidos graxos 6mega-3 reduz os niveis
no plasma e tecidos dos eicosandides, leucotrienos especificos, tromboxanos e
prostaglandinas, todos com efeitos pro-inflamatoérios. Estudos recentes descreveram
que a suplementacao com acidos graxos 6mega-3 diminui a taxa de complica¢des
inflamatorias, a duragdo da internacdo e a mortalidade apds grandes cirurgias
abdominais e lesbes hepaticas. Os seus efeitos protetores sobre lesdes hepaticas e
respostas inflamatérias estao sendo cada vez mais investigados (LI, 2016).

A suplementacdo com dmega-3 em modelo de hepatite em ratos reduziu a
producéo de TNF-a e IL-1B3 em células mononucleares e diminuiu a inflamacéao.
Verificou-se também que as lesdes inflamatérias hepaticas foram atenuadas nos
animais tratados com Omega-3. Isso foi evidenciado pela redugcdo na alanina
aminotransferase sérica e na melhora nos danos histopatolégicos. Esta diminuicéo
da resposta inflamatoéria foi associada a diminuicao dos niveis plasmaticos de TNF-
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alfa e a reducao da expresséo génica hepatica de TNF-a, IL-183, IFN- e IL-6, 0 que
contribuiu para a diminuicdo da apoptose hepatica (SCHMOCKER et al 2007).

Em outro estudo que realizou a indugao de colite ulcerativa utilizando ratos
Wistar adultos, o 6mega-3 apresentou grandes beneficios terapéuticos nesta doenca.
Considerou-se que o 6mega-3 reduziu a sintese de eicosandides proé-inflamatoérios
derivados de acido araquiddnico, tais como leucotrieno B4 (LTB4), tromboxano A2
(TXA2), prostaglandina E2 (PGEZ2), e também de moléculas inflamatdrias como as
citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6, cujos niveis sdo elevados durante a colite ulcerativa
(REDDY & NAIDU, 2016).

Em resumo, o tratamento com o 6mega-3 melhorou os danos histologicos
provocados pelo modelo de IHAG. Os niveis de lipoperoxidacdo diminuiram nos
animais que receberam o tratamento com o dmega-3 apds a inducao, sugerindo
que o tratamento com o dmega-3 melhorou o dano oxidativo hepatico. Nos animais
que foram tratados com 6mega-3 antes e ap06s a indugao da doenca, as atividades
das enzimas SOD e GPx foram significativamente maiores em relagdo aos animais
que receberam o tratamento apos a inducédo da IHAG. A atividade da enzima CAT
apresentou um aumento significativo no grupo que recebeu 6mega-3 antes dainducao
da IHAG em relacédo ao grupo controle, sugerindo que o tratamento com émega-3
pré e pés indugao favoreceu a agdo enzimatica. A IL-1f diminuiu significativamente
nos animais doentes tratados com 6mega-3. Todos os grupos tratados com 6mega-3
melhoraram significativamente os danos hepaticos em relacdo ao grupo doente
(IHAG) que nao recebeu tratamento com dmega-3.

Esses resultados indicaram que, nos animais com hepatite aguda grave, ocorreu
um aumento no dano estrutural, no estresse oxidativo e na inflamacéo aguda e que o
O6mega-3 reduziu o dano estrutural, estimulou as defesas antioxidantes enzimaticas
através do aumento das enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase. Além disso, houve uma atenuacado da inflamacdo aguda, observada
através da redugdo na marcacao imunohistoquimica da interleucina IL-1[3. Portanto,
o 6mega-3 contribuiu para a reducéo dos danos hepaticos provocado pela inducao
de insuficiéncia hepatica aguda em ratos.
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CONCLUSAO

Devido as evidéncias apresentadas nos resultados deste trabalho, podemos
sugerir que o modelo desenvolvido € realmente efetivo, onde a IHAG foi estabelecida,
e que o 6mega-3 auxiliou positivamente na reversdo do dano hepatico produzido
pelo paracetamol.

Dessa forma, o presente estudo nos estimula a maiores investigagdes havendo
a necessidade do seguimento de estudos mais avancados sobre o 6mega-3 em
doencas hepaticas.
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