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O ESTRESSE OXIDATIV O NA REGENERACAO HEPATICA EM RATOS

OXIDATIVE STRESS ON LIVER REGENERATION IN RATS
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RESUMO: Objetivo:. Investigar o estresse oxidativo durante a regeneracéo hepética em ratos submetidos a hepatectomia (HP) e, ao
mesmo tempo, avaliar a fungcdo hepética enquanto em regendvigado: 36 ratos Wistar machos jovens foram aleatoriamente
distribuidos em dois grupos de 18 animais: submetidos somente a laparotomia (controle, Grupo G1) e parcialmente hepatectomizados
(experimento, Grupo G2). Nos tempos 36h (T1), 168h (T2) e 336h (T3) pdSs$HP foi medida no plasma e no tecido hepatico,
enguanto Gli e Bforam aquilatados no sangéemassa do figado residual foi utilizada para estimar a evolugdo da regeneragao hepatica.
Resultados: Houve diferenca estatisticamente significativa no crescimento dos lobos residuais nos grupos controle e experimento.
GSH hepatico e plasmatico se mostraram significantemente maior nos animais parcialmente hepatectomizados.,em todos os tempos.
Hipemlicemia estatisticamente significativa ocorreu nos ratos pésdsRempod’2 e T3. A BT ndo apresentou qualquer alteragao

entre os grupos.Conclusdo: Durante a regeneragédo hepatica pés-HP em ratos ha um aumento do estresse oxidativo e o figado residual
permanece apto na manutengdo da homeostgémioa Rev Col. Bras. Cir 2008; 35(6): 41-415).

Descritores: Hepatectomia; Estresse oxidativo; Ratos; Regeneracdo heftieasidacdo de lipideos; Glutationa.

INTRODUCAO partimentos intracelular&sé um termo coletivo para se refe-
rir ao tripeptideo L-gama-glutamil-L-cisteinilglicina tanto em

O figado dos mamiferos possui uma intrigante capa-sua forma reduzida GSH, um monémero, como em sua forma
cidade de regeneracao, o que ja é conhecido desde ha muitlimérica oxidada GSSH, também chamada de diglutationa ou
tempo e, no rato, apds resseccao dos lobos lateral esquerdalissulfeto de glutationé acao antioxidante da GSH é facili-
mediano (HP), os quais representam aproximadamente 67%ada pelo grupo sufidril da cisteina e, na oxidacéo, o enxofre
da massa hepética tdtads lobos residuais, lateral direito e forma o radical tiol que reage com uma segunda glutationa
caudato, deflagram uma resposta essencialmente hiperplasicaidada formando a ligacéo dissulfidrica (GS-SH).
com regeneracao de células e tecidos que culminam, em 3a 14 Sao varias as maneiras que a GSH pode exercer sua
dias, na restauracdo do volume original da gladétila funcdo antioxidante: pode reagir quimicamente, por exemplo,
peroxidacao lipidica tem sido implicada como um dos fatorescom oxigénio singlete e com peréxidos (de hidrogénio e
na enorme gama de influenciadores no fenémeno da regendipidicos), se classificando como varredora de radicais livres
racag®e’. em sua forma direta, e pode estabilizar as estruturas das mem-

A glutationa (GSH), considerada como um dos com- branas pela remocdo dos acil-peréxidos formados via
ponentes mais importantes do sistema defensivo antioxidantperoxidacao lipidicalém disto, GSH é o agente redutor que
das céluldsesta presente em humanos, animais, plantas eecicla o acido ascorbico de sua forma oxidada para sua forma
bactérias aerdbias em altas concentrdgdésbundante (3a reduzida pela enzima dehidroascorbato redutase. E, indepen-
10 mM) tanto no citoplasma, como no nicleo e na mitocondriadente de suas a¢des antioxidantes, a GHS atua de modo dire-
tornando alta a probabilidade que espécies reativas de oxigée ou indireto em muitos outros processos biolégicos de suma
nio (ERO) sejam eliminadas pela reacdo com GSH antes quinportancia dentre os quais estdo a sintese de proteinas, 0
possam iniciar os efeitos danosos. No plasma e em outrometabolismo, a desintoxicacdo por xenobiéticos, os sinais de
fluidos corporais séo encontrados apenas tracos dé°,GSH transduccédo, a expressao genética e a apéptds8H néo
exceto no trato respiratorio inferjamnde sua fungao parece € um nutriente essencial visto que é sintetizada no figado a
ser neutralizar as toxinas inaladas e os radicais livres produzpartir dos aminoacidos glutamato, cisteina e glicina e, sob
dos pela ativacao de macréfagos pulmonares. Na verdade,@ndicdes fisioldgicas, o0 consumo de GSH tem taxa determi-
glutationa, o maior constituinte antioxidante sol(vel nos com-nada pela sua utilizacdo nos processos de detoxifi€éacao
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Baixas concentracdes de GSH tém sido reportadas em algsubcostal bilateral com concavidade ligeiramente caudal com
mas enfermidades, com@AHS, e estdo geralmente associa- aproximadamente 4cm de extensado. Nos animais G1, realizou-
das a um maior risco de estresse oxidativo e da ocorréncia de somente manipulacéo intra-abdominal (como se a HP fosse
infeccdes oportunisticas. ser efetuada) por aproximadamente cinco minutos (tempo mé-

A HPB gerando o fenbmeno da regeneracao hepaticalio da HP) e sintese em seguida (nos mesmos moldes da sin-
ao se constituir em um traunper se induz um estresse tese em G2 abaixo descrita). Nos ratos G2, apés a abertura da
oxidativo que, conforme sugerem as pesquisas, se constitparede abdominal, as alcas intestinais foram afastadas, identi-
em fator incluso na enorme gama de fatores indutoredicou-se o figado e seus lobos, resseccaigdmento teres

determinantes e influenciadores da regenepaé¢&o hepatise, em seguida, ligadura com fio de algodao zero do
) pediculo hepatico composto pela veia porta, artéria hepatica e
METODO via biliar, acima dos lobos posteriores (caudato e lateral direi-

to). Em sequiéncia, foi feita a sec¢do da triade portal logo acima

A presente pesquisa obedeceu as normas do Coléa ligadura, com conseqtiente resseccdo, em bloco, dos lobos
gio Brasileiro de ExperimentacAaimal (COBEA) e foiapro-  anteriores, resultando em uma hepatectomia parcial bilobular
vada pela Comiss&o de Etica em Pesqiismal (CER) de aproximadamente 70% conforme descrito por Higgins &
da UFC sob o nimero protocolar 14/06 ded@Agosto de  Anderson em 1931Realizadas as revisdes da cavidade abdo-
2006. minal e da hemostasia, procedeu-se a sintese via laparorrafia

Foram utilizados 36 ratos machos, joveng{&dias), em dois planos: o primeiro peritbnio-muasculo-aponeurotico
(Rattus novegicus: varalbinus, Rodentia, mammaligla ~ com chuleio continuo simples de categute 4.0 e o segundo, 0
linhagemWistar, com peso médio de 142,659 provenientes dala pele, com pontos separados usando fio de algodéo 2.0. O
Biotério Central da UFC e albergados, para o estudo, no biotéramimal foi deixado acordar pela suspensdo do anestésico
do LABCEX do Departamento de Cirurgia da UFC em gaiolasnalatorio, permanecendo isolado em gaiola, com a oferta livre
de prolipropileno com tampa de aco inoxidavel e piso forradale agua.
com maravalhas, deixando aproximadamente 250 cm2 de area Nos tempos T1, T2 e T3, enquanto os animais de G1
livre. Os animais foram mantidos em ciclos circadianos de claforam submetidos & Hds de G2 tiveram HC. Em ambos, antes
ro/escuro, com 12 horas de luz de baixa intensidade e 12 horda hepatectomia propriamente dita, realizou-se a colheita de
de escuridao, tanto antes como apés os procedimentos cir@angue da veia cava por pungdo em sentido céfalo-caudal a
gicos e por todo o periodo da experimentag@ogaiolas  45° com agulha hipodérmica 25x7 (0,7mm x 25mm, 22Gx1",
foram higienizadas e os animais examinados cotidianamentBlIPRO®, Sorocaba, SP) acoplada em seringa de 5mL (BD
Atemperatura ambiente foi mantida entre 18 e 27°C, a umidad@astipak®, Curitiba, PR).
relativa do ar entre 40 e 70% e foi livre 0 acesso a agua e a A glicemia e a bilirrubinemia serviram como
racdo balanceada propria para a espécie composta de 4%pmrametros da avaliagdo do metabolismo hepatico sob
lipidios, 21% de proteinas, 52% de carboidratos e o restantegeneracao e as medidas do antioxidante GSH, tanto
de residuos nao digeriveis (Guabi Nutrilabor®, Moghdira  hepatico como sangilineo, para mensurar o estresse

mentos — Sao Paulo, 9.P oxidativo. Para a determinacdo da GSH, calculou-se o
Os animais foram distribuidos ao acaso em dois gruteor dos grupos sulfidrilicos ndo protéicos pela técnica
pos de 18 ratos. de Sedlak & Lindsay, o teor de bilrrubina total foi do-

Grupo G1 —grupo controle - os animais foram submesado via Meite’$ e a D-glicose foi determinada segundo
tidos somente a laparotomia no tempo TO e, em cada um dosmétodo de Sleif
tempos T1(36h), T2(168h) e T3(336h) apds a intervencao ci- A hiperplasia celular compensatéria dos lobos resi-
rirgica — laparotomia -, um lote de seis ratos deste grupauais — a regeneracao hepatica - apos hepatectomia a 70% foi
tomados ao acaso, foram anestesiados e submetidosagaliada pela medidas das massas dos figada@uais dos
relaparotomia, a coleta de sangue por pungéo da veia cavatos nos tempos T1 (36h), T2 (168h) e T3 (336h) posteriores a
abdominal sob visao direta e, em seguida, a hepatectomia tamputacao cir@ica parcial do figadoTais mensuragdes ge-
tal (HT) e, em continuo, sacrificados via dose letal inalatériaaram uma tabela e desthagramas de dispersao que, pelo
de éter dietilico. O figado foi entdo pesado e, para avaliagdnétodo dos minimos quadrados, forneceram as retas de re-
da GSH, congelado a —78°C. O sangue foi coletado em doggessao (interpolatrizes) apresentadas na figura 1. Com a
tubos de ensaio: um para as aferigdes da glicose e da bilirrubinggnificancia estatistica fixada em 95% (p<0,05), as
e outro para a mensuracao da GSH plasmatica. interpolatrizes foram comparadas pelo test t de Student para

Grupo G2, grupo teste, os ratos foram submetidos aoeficientes angulare§anto o GSH tecidual como o
hepatectomia parcial & 70% no tempo TO e, tal como no G1, esoroldgico, bem como a Gli e a B6téo apresentados em trés
cada tempo T1, T2 e T3, 6 ratos escolhidos ao acaso foragnaficos tipo coluna vertical, com a altura refletindo a média e
relaparotomizados, com coleta de sangue e entdo submetidasia antena na respectiva coluna representando o erro padrao
a hepatectomia complementar (HC) e, a segaarificados. da média (E.M.), cada gréafico referente a um dos temfihs
Os animais ndo foram submetidos a qualquer tipo de restricak? eT3. Tais graficos foram obtidos utilizandsoftGraphPad
(agua, alimento etc.) antes dos procedimentos cirlirgicos. Prism® versdo 4.0 de Fevereiro de 2005 (GraphPad Software —

No tempo TO, sob anestesia inalatdria de éter dietilicoSan Diego, U.S.A.) com as comparacdes pelo teste compara-
a laparotomia foi realizada via incisdo transversa obliquaivo de Dunnett.
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RESULTADOS ratosWistar adulto®. Apesar de que a anestesia inalatoria
com vapores de éter dietilico, método utilizado nas interven-

A figura 1 exibe a evolugédo do crescimento dos lobos;6es cirdrgicas realizadas, resultar em aumento da peroxidagao

residuais pos-HP e ha diferenca estatisticamente significantpidica — de forma independente e aditiva ao fator j&ura

entre Gl e G2. conseqlientemente, ser ela prépria fator incentivador de
No que se refere a GSH, Gli e BT, somente os grafi-

cos dos tempos que apresentaram diferenca significante e ndo

sdo repetitivos estdo apresentados. GSH hepatico e plasmatico

aumentaram de forma significante (p<0,01 em T1 e T2, p<0,05

em T3) em todos os tempos: as figuras 2 e 3 exibem, respecti- 500+

vamente, o fato no tempo T2.

ABT ndo apresentou qualquer alterac&o significante 00
em qualquer dos tempds glicemia pés-hepatectomia mos- 3004 o) (o
trou-se significativamente maior (p<0,01) em T2 e T3 (Figura 4
mostra o tempo T2). 200+
DISCUSSAO U

0 T
G2

O rato foi o animal de experimentacéo escolhido por G1
ser o mamifero mais estudado no fenébmeno da regeneragéo senisela HP
hepatic&, ter baixo custo tanto de aquisicado como de manu-
tencao e apresentar elevada resisténcia a infeccéo e ao trauffi@ira 2 - Ratos parcialmente hepatectomizados exibem glutationa
cirGrgico®. Optou-se por animais jovens visto que a idadehepética significativamente aumentada (p<0,01§sté de Dunnett.
pode comprometer a resposta regenerativa poés-hepatectomia
parciaf® e a escolha foi por sexo masculino visando atenuar a
reconhecida influéncia dos estr6genos na regeneracao hepa-

GSH no Figado (T2)

GSH (pmolimg)

GSH no Sangue (T2)

tica?! . O periodo de quatorze dias entre a hepatectomia parcial 160+
e o sacrificio dos ultimos animais (tempo T3) foi estabelecido ##
com base nas evidéncias experimentais que a regeneragao QE'
hepéatica p6s-HP nos ratos se completa em, no maximo, duas 3 100+
semanas, podendo inclusive ocorrer muito &ttes deci- g
sédo de liberar a alimentacéo e a 4gua no pré-operatorio repou- >
sou nos trabalhos que sustentam que o jejum anterior aos 8 50,
procedimentos cirrgicos aumentam o estresse oxidativo em
0 T
Evolugéo Ponderal do Figado G1 G2
9 controle HP
8 Figura 3 - Ratos parcialmente hepatectomizados mostram glutationa
sanglinea significativamente aumentada 168h (T2) apds intervencgéo
. cirdrgica. Teste de Dunnett.
6 .
Glicemia (T2)
25 200-
©
g . wh
E _~ > 150
3 ﬂ""ﬂw’lgz E
s
< 100-
2 =
G1vs. G2: t =-2.37643 L
QO 504
| o
0+ : 0 T
0 100 200 300 400 G1 G2
tempo(h) controle HP

Figura 1 - Ha diferenca significante (p<0,05) no crescimento da massaFigura 4 - Ratos parcialmente hepatectomizados exibem significante
hepatica ente os gupos contole G1 e experimento G2.g3te t de (p<0,01) hipeglicemia 168h (T2) ap6s inteencdo cirlgica. Teste de
Student para coeficientes angulares). Dunnett.
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estresse oxidativo, tal variavel foi minimizada pelo pequendese de albumina, de fatores de coagulacao e de bile, manuten-

periodo do ato cirtrgico (cinco minutos, em média) e ser cong:8o da glicemia e da atividade do ciclo da uréia, permanecem

tituinte universal nos dois grupos, experimental e controle (Gpreservad&$® De fato, neste experimento, a bilirrubinemia

e G1, respectivamente). total ndo apresentou qualquer distlrbio estatisticamente
A evolugdo ponderal do figado residual pés-HP —significante. No que se refere a glicemia, no entanto,

Grupo G2 — apresentou crescimento significante na comparaignificante aumento ocorreu no grupo teEéhipeglicemia

¢do com G1 (Figura 1), o que é um resultado esperado visteflete principalmente a queda da concentracao de insulina e

que, em G1 ndo héa, em principio, qualquer fenédmenalo concomitante aumento do nivel de glucagon, ja experimen-

regenerativo. O coeficiente angular em G1 ndo é nulo porgualmente comprovad&sapos hepatectomias parciais.

h& um crescimento hepético natural, pequeno, comum a ani- A regeneracéo hepatica € um fendmeno complexo.

mais jovens em desenvolvimento. Muitos 6rgaos exibem crescimento apds injdria, geralmente
Via de regra, as células reagem ao estresse oxidatiymor mudancas hipertréficas sem aumento expressivo da po-

com um aumento em seu contetido de glutationa como parte galacdo celularO figado é Unico em sua habilidade de apre-

sua resposta adaptativa a potencial lesao oxidatiuha GSH  sentar um fenédmeno essencialmente hiperplasico , com re-

aumentou de modo significativo no grupo experimento, mostrareomposicao de células e teciddsperoxidacao lipidica

do a existéncia de maior estresse oxidativo neste ghigferta  induzida pela HP provavelmente tem um papel neste proces-

de GSH exdgena, no entanto, influi negativamente sobre a evolse de resposta hiperplasica compensgfoambora nosso

cdo da regeneracao hepéficlais ainda: os antioxidantes, de estudo evidencie a ocorréncia de um aumento do estresse

um modo geral, inibem a regeneracao hepéatita oxidativo durante a regeneracdo hepatica apés hepatectomia
Mesmo sob regeneracéo, os estudos sdo basicamergarcial,a investigacdo do estresse oxidativo na regeneracao

unanimes em mostrar que a maioria, sendo todas, das func@epatica ainda tem resultados escassos e seu preciso papel

hepaticas necessarias a homeostase organica, incluindo saguarda elucidacéd.

ABSTRACT

Background: The purpose of this study was to evaluate the oxidative stress and the hepatic function on rat liver regeneration
after patial hepatectomy (PH). Methods: Thjirsix young male \atar rats wee randomly assigned in twoaymps of 18

animals each: control group 1 (G1) the animals were only laparotomized, and group 2 (G2) rats were submitted to PH. In each
group, at 36 hours (T1), 168 hours (T2) and 336 hours (T3) post-PH, a subgroup of 6 rats was chosen in a randomized way
to be submitted to a total hepatectomy (TH) in G1, and to complete the hepatectomy (CH) in G2 measwd blood

samples and the residual liver lobes for reduced glutathione (GSH) (blood plasma and liver), blood concentrations of glucose
(Glu), and total bilirubin (TB). All surgical procedures were performed under inhalator ether anesthesia. Results: There was
no significant difference on the liver regeneration between the 2 groups. Liver and blood GSH concentrations from G2 were
significantly higher than G1. Significant hyperglycemia occurred at T2 and T3 in G2. TB measurements did not show any
significant difference on both groups. Conclusion: There is an increased oxidative stress in rats on liver regeneration post-PH,
but the residual liver lobes did not compromise with the organic homeostasis.

Key words: Hepatectomy; Oxidative stress; Rats; Liver regeneration; Lipid peroxidation; Glutathione.
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