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Evaluation of liver regeneration diet supplemented with omega-3 fatty acids:
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RESUMDPO

Objetivo: avaliar a regeneracdo hepdtica em ratos submetidos a hepatectomia parcial de 60% com e sem acdo de dieta
suplementada com é&cidos graxos émega-3 através do estudo ponderal do figado regenerado, parametros laboratoriais da funcao
hepética e estudo histolégico. Métodos: foram usados 36 ratos machos, distribuidos em dois grupos: grupo controle e grupo
6mega-3. Cada um foi subdividido em mais trés subgrupos com o6bito em 24h, 72h e sete dias. O grupo 6mega-3 recebeu agua e
dieta padrao suplementada com emulsao lipidica de acidos graxos 6Gmega-3 a 10% e o controle solucéo fisiolégica a 0,9%. Em todos
os subgrupos foi feita anélise da regeneracao hepdtica através da férmula de Kwon, estudo da funcao hepética: dosagem de AST,
ALT, gama-GT, bilirrubina total, bilirrubina indireta e indireta e albumina, e analise de mitose celular pela coloracdo de Hematoxilina-
Eosina. Resultados: o grupo com dieta suplementada nao apresentou diferenca estatistica (p>0,05) quanto a evolugdo dos pesos.
Administracdo de acidos graxos émega-3 pos-hepatectomia mostrou que os niveis de gama-GT tiveram reducédo significante,
podendo refletir na regeneracdo hepatica. Na avaliacdo do indice mitético ndo houve diferenca entre os momentos estudados.
Conclusao: a suplementacdo com éacidos graxos 6mega-3 em ratos submetidos a resseccao hepatica a 60% nao apresentou papel

expressivo relacionados a regeneracao do figado.

Descritores: Hepatectomia. Regeneracdo Hepatica. Acidos graxos. Acidos Graxos Omega-3.

INTRODUCAO

O inicio da evolucdo da cirurgia hepatica foi em 1716,
com a realizacdo de uma resseccao parcial do figado
em paciente vitima de trauma. Contudo, a primeira
resseccdo hepéatica bem sucedida foi realizada em 1888
por Langenbuch e a técnica do controle vascular, que pos-
sibilitou grande melhora no procedimento, foi introduzida
por Pringle em 1908".

Nas ultimas décadas, a seguranca cirlrgica au-
mentou consideravelmente gragas as novas técnicas, no-
vos equipamentos e materiais, reduzindo a morbiletalidade
dos pacientes submetidos a hepatectomia?.

Outros conhecimentos surgiram nos Ultimos anos
sobre os elementos envolvidos no processo de regenera-
cdo hepatica e o efeito especifico dos fatores de cresci-
mento, tais como o do crescimento do hepatécito, o trans-
formador do crescimento-alfa, o de crescimento epidérmico
e de fibroblastos, os quais determinam estimulo mitogénico
gue atinge outras células hepaticas®.

A regeneracao do figado é um fenémeno celu-
lar que confere capacidade especial de resposta aos esti-

mulos lesivos. Difere de outros tipos de regeneracao, na
medida em que nao ha propriamente uma reconstituicdo
da estrutura prévia a lesdo. Em condi¢des normais, o figa-
do mantém renovacéo celular basal muito baixa, onde o
tempo de vida média de um hepatdcito adulto varia entre
200 e 300 dias. Ap6s a hepatectomia, ocorre rapido au-
mento dos niveis da interleucina 6 (IL-6) e do fator de
necrose tumoral (TNF-a)*.

E conhecido que o estado nutricional do pacien-
te influencia diretamente na capacidade regenerativa do
figado, além de possuir papel importante na regulacao
nutricional, por metabolizar, distribuir e usar apropriada-
mente os nutrientes®. Alteracoes no estado nutricional do
paciente com cirrose, principalmente a desnutricdo calérico-
protéica, podem contribuir para a baixa resisténcia as
infecces, retencao de liquidos e atraso na cicatrizacao,
aumentando a morbiletalidade ap6s procedimentos cirur-
gicos®.

Alguns nutrientes especificos, denominados
farmaconutrientes, demonstraram em estudos clinicos e
laboratoriais possuirem a capacidade de modular a respos-
ta imunolégica e inflamatéria de animais e seres huma-

1. Programa de Pdés-graduacdo em Principios da Cirurgia da Faculdade Evangélica do Parana/Hospital Universitario Evangélico de Curitiba,
Curitiba, PR, Brasil; 2. Hospital Sdo Domingos, Sao Luis, MA, Brasil; 3. Universidade Federal do Maranhao, Sao Luis, MA, Brasil.

Rev. Col. Bras. Cir. 2015, 42(6): 393-398



Silva

394 Avaliagdo da regeneracdo hepdtica com dieta suplementada com dcidos graxos 6mega-3: estudo experimental em ratos

nos. Dentre eles os que tém maior relevancia e acao
imunomoduladora sao: arginina, glutamina, acidos graxos
6mega-3 e nucleotideos’.

O uso de dietas enriquecidas com &cidos graxos
6mega-3 mostrou beneficios na regeneracao hepatica em
ratos que foram submetidos a hepatectomia parcial de
90%3. Dessa maneira, € interessante que se estude a rela-
cao da dieta suplementada por imunonutricdo com acidos
graxos 6mega-3 e regeneracdo do figado. Reducdo das
citoquinas pro-inflamatéria e aumento da expressao de
citocinas como um agente anti-inflamatoério podem retar-
dar o processo de insuficiéncia hepéatica aguda e promover
0 processo de regeneracdo hepatica®.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a rege-
neracdo hepatica em ratos submetidos a hepatectomia de
aproximadamente 60% com e sem acdo de dieta
suplementada com acidos graxos 6Gmega-3 através do es-
tudo ponderal do figado regenerado, parametros
laboratoriais da funcdo hepatica e estudos histolégicos.

METODOS

0 estudo foi aprovado pela Comissao de Etica e
Experimentacdo Animal, Universidade Estadual do
Maranhao, Sao Luis, MA, Brasil sob o protocolo 036/12.
Foram utilizados 36 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia), machos, adultos, pesando entre 195
e 330 g. A pesquisa foi realizada no Laboratério de Cirur-
gia Experimental da Universidade Federal do Maranhao.
Os animais foram acomodados trés por gaiola recebendo
agua e racao padrdo para espécie (Purina®Labina), sob
temperatura de 23+2°C, em ambiente arejado, sem rui-
dos e ciclo claro/escuro de 12 em 12 horas. Foram distribu-
idos aleatoriamente em dois grupos de 18, e todos subme-
teram-se a mesma hepatectomia.

O primeiro foi 0 grupo controle; os animais rece-
beram nutricdo por via oral em quantidade adequada para
sua espécie, idade e peso. Para determinar essa quantida-
de, foi feito um experimento durante 24h onde um rato foi
alimentado livremente e a racdo pesada antes da adminis-
tracdo e também no final. Ressalta-se que no final de 24h
a racao foi pesada novamente incluindo o resto que estava
depositado no fundo da gaiola. Assim, obteve-se a quanti-
dade exata que o animal consumiria em um dia. Apds
conhecer esse valor, o grupo controle foi alimentado diari-
amente com essa quantidade de racdo, e a 4gua foi ofere-
cida liviemente acrescida de infusao de soro fisioldgico (1Tml/
100g).

No segundo grupo, além de serem alimentados
com racao, foi administrada 15 minutos antes do procedi-
mento cirurgico 1ml/100g da emulsao lipidica de 6mega-3
a 10%, da seguinte formulacdo: 6mega-3 (10%),
carboximetilcelulose (0,2%), Tween (50%), agua destila-
da g.s.p (100%). Foi feita uma dose igual a cada 24h até a
data da morte, administrada por gavagem para garantir o

recebimento total do nutriente. O que caracterizava cada
subgrupo era o tempo de suplementacdo pré-operatoria
em 24h, 72h e sete dias.

O controle do peso foi realizado no inicio do ex-
perimento apos a aclimatacdo e diariamente nas fases pré
e pos-operatoérias. As medidas foram utilizadas a fim de se
realizar o cdlculo das doses diarias das dietas a serem
suplementadas.

A resseccao hepatica foi padronizada de acordo
com o peso do animal e o peso do figado. Isto foi estabe-
lecido apds teste em quatro ratos fora do estudo. Eles fo-
ram pesados vivos, e definidos a média de peso. Depois,
foram anestesiados e sacrificados, tendo seus figados reti-
rados para pesagem e definida a proporcao rato/figado.
Apos realizacdo do inventario da cavidade, localizou-se o
figado e em seguida fez-se resseccdo do ligamento hepa-
tico. O segmento ressecado foi pesado em balanca de pre-
cisao. O cdlculo da taxa de regeneracao baseada no peso
foi feito através da férmula de Kwon et al.®: % de regene-
racao = D/E x 100 (D=peso do figado por 100g do peso do
animal no dia da morte; E = R/0,7; E = estimativa do figa-
do ressecado por 100g antes da hepatectomia, que é cal-
culada pelo peso do figado ressecado (R).

Os lobos hepaticos ressecados foram conserva-
dos em formol a 10% e posteriormente encaminhados para
estudo histopatoldgico, corando-se os cortes histolégicos
por H&E. A andlise foi realizada por um Unico patologista
sem conhecimento dos grupos em estudo. Ao fim do pro-
cedimento cirurgico, cada rato foi colocado em gaiola iso-
lada para recuperacao anestésica e mantido em ar ambi-
ente até completa recuperacdo. A analgesia pds-operato-
ria foi feita com aplicacdo de 0, 1ml de dipirona 500mg/ml,
intramuscular no membro posterior esquerdo.

Seis horas apés o ato operatoério, os ratos tive-
ram livre acesso a dgua e apo6s 12h a alimentacao, acondi-
cionados nas mesmas condicbes de temperatura e
luminosidade do pré-operatério. Foram diariamente avali-
ados verificando-se o peso, as condicdes comportamentais
e 0 aspecto da ferida operatoéria.

Em cada subgrupo foi coletado 4ml de sangue
da veia cava caudal, colocados em tubo de ensaio para
analise de: albumina, proteina total, globulina, bilirrubinas
total, direta e indireta, ureia, creatinina, AST, ALT, gama-
GT, glicemia e fosfatase alcalina.

Para andlise estatistica, os dados foram avalia-
dos pelo programa SPSS for Windows 20 (2011). Inicial-
mente foi feito o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e
somente as varidveis peso inicial do rato, percentual de
regeneracao final do figado, glicemia, creatinina e fosfatase
alcalina apresentaram distribuicdo normal (p>0,05). As
demais distribuicdes foram assimétricas (p<0,05). Nas vari-
aveis com distribuicdo normal foi aplicado o teste de ana-
lise de variancia multivariada (MANOVA) com dois fatores
(grupo e tempo) e depois o teste de Tukey para fazer as
comparacdes pos-hoc em relacdo ao tempo. Nas varidveis
gue nao possuiram distribuicdo normal, foram aplicados os

Rev. Col. Bras. Cir. 2015, 42(6): 393-398



Silva

Avaliagdo da regeneracdo hepatica com dieta suplementada com dcidos graxos émega-3: estudo experimental em ratos 395

testes ndo paramétricos de Mann-Whitney para se avaliar
o efeito do grupo e o teste Kruskal-Wallis o efeito do tem-
po. O nivel de significancia para se rejeitar a hipotese de
nulidade foi 5%, ou seja, considerou-se como significante
valor de p<0,05.

RESULTADOS

No grupo 6mega-3 um animal morreu nas pri-
meiras 24h ap6s a operacao. Quando foram analisados os
pesos inicial do figado e do fragmento hepatico ressecado,
eles foram comparaveis (p<0,05) (Tabela 1).

Avaliando-se os resultados do ganho ponderal
do figado em relacao ao tempo de ébito, usando a féormu-
la de Kwon?, observou-se que ndo houve diferenca entre o
grupo 6mega-3 e o controle (pA0,05) (Tabela 2).

Avaliando a funcao hepatica em relacdo aos gru-
pos através dos parametros laboratoriais, observaram-se
alteracbes de gama-GT em ambos os grupos (Tabela 3).
Entretanto, o grupo 6mega-3 apresentou niveis menores
guando comparados com o controle (p<0,05).

Quando realizada a comparacao dos grupos con-
trole e 6mega-3 em relacdo ao numero de mitoses (Tabela
4), os resultados mostraram que nao houve diferenca en-
tre os dois grupos (p=0,215). Em relacéo ao dias de morte,
tanto entre o grupo controle e 6mega-3, ndo se observou
diferenca significante (p>0,05) (Figuras 1 e 2).

DISCUSSAO

A utilizacdo da suplementacao pré e pds-opera-
téria em ratos, neste estudo, baseou-se em comprovacoes
clinicas e experimentais de que ela pode interferir de for-
ma benéfica na regeneracdo hepética, embora os meca-
nismos exatos de regeneracdo nao estejam claramente
entendidos”'°. A suplementacao diaria neste experimento
foi realizada por meio de gavagem, para que fosse asse-
gurada a administracdo correta das doses de dieta calcula-
das pelo peso do animal. Sdo descritos problemas com
esse processo em modelos animais, como o estresse pelo
proprio procedimento, ou lesdes de boca, eséfago e estod-
mago. Através de treinamento prévio, utilizacao de sedacao
e padronizacdo do procedimento, a gavagem pode ser re-
alizada com seguranca, sem complicacbes perceptiveis.
Para diminuir o risco de regurgitacdo, o rato foi mantido
com a porcao cefalica mais elevada que a caudal ap6s a
gavagem.

Diversos sao os estudos que mostraram os bene-
ficios com a utilizacdo de suplementacdo com arginina,
acidos graxos 6mega-3 e nucleotideos na diminuicdo de
complicacoes infecciosas e no tempo de internacdo em
pacientes criticos e operados' '3,

O processo de regeneracao hepatica depois de
desencadeado pode ser avaliado por diversos métodos:
peso do figado, numero de mitoses, componentes do aci-
do desoxirribonucléico, indice de sintese dos antigenos

Tabela 1 - Avaliacdo do peso inicial do figado e percentual de hepatectomia entre os grupos controle e 6mega-3.

Grupo Controle Omega 3 p
N Mediana N Mediana

Peso inicial do figado 18 4.8 18 5.4 0,141

% de hepatectomia 18 51,5 18 56,6 0,181

Teste de Mann-Whitney em relacdo ao grupo.

Tabela 2 - Andlise do percentual de regeneracao hepatica utilizando a formula de Kwon®.
Grupo Tempo N Mediana Posto médio p
Controle 18 101,5 19,1 0,715
24 h 6 1,1 5,3 0,013
72 h 6 80,0 8,8
7 dias 6 1441 14,3
Omega-3 18 78,9 17,9
24 h 6 0,2 5,7 0,086
72 h 6 115,8 12,2
7 dias 5 81,0 10,7

Teste de Kruskal-Wallis em relacdo ao tempo.
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Tabela 3 - Avaliacdo da regeneracao hepatica pelos exames laboratoriais entre grupos controle e 6mega-3.
Grupo Controle Omega 3 p
N Mediana N Mediana

Ureia (mg/dl) 18 54,0 17 53,0 0,684
AST (U/l) 18 243,5 17 314,0 0,118
ALT (U/l) 18 164,5 17 155,0 0,443
Gama-GT (U/l) 18 5,0 17 3,0 0,025
Proteina total (g/dl) 18 1,3 17 1,3 0,684
Albumina (g/dl) 18 0,9 17 0,9 0,525
Globulina (g/dl) 18 0,4 17 0,4 0,546
Bilirrubina total (mg/dl) 18 0,9 17 0,9 0,546
Bilirrubina indireta (mg/dl) 18 0,3 17 0,3 0,083
Bilirrubina direta (mg/dl) 17 0,6 17 0,6 0,339
Teste de Mann-Whitney.
Tabela 4 - Andlise da mitose.
Grupo Tempo N Mediana Posto médio p
Controle 18 4,0 20,1 0,215

24 h 6 7.5 10,3 0,088

72 h 6 10,5 12,4

7 dias 6 2,0 5,8
Omega-3 17 3,0 15,8

24 h 6 2,5 9,1 0,105

72 h 6 4,5 11,8

7 dias 5 1,0 5,5

Figura 1 -

Fotomicrografia de corte hepdtico do grupo émega-
3 corado por H&E: presenca de mitose (seta).

nucleares, usando-se imuno-histoquimica, expressdo de
genes, variacoes dos niveis de proteinas séricas, testes
sorolégicos, determinacdes enzimaticas de marcadores de
proliferacao e citometria de fluxo™.

Foi observado que, utilizando-se a férmula de
Kwon para avaliagao de aumento de peso, nao houve di-
ferenca entre o grupo 6mega-3 e controle (p>0,05), con-

Figura 2 -  Fotomicrografia de corte hepatico do grupo controle

corado por H&E: presenca de mitose (seta).

forme pode ser observado na tabela 2. A variavel peso nao
foi diferente em nenhum grupo (tanto o grupo controle
guanto o grupo suplementado com &cidos graxos dmega-
3) durante as 24h, 72h e sete dias. Tal fato esta de acordo
com a literatura, que mostra que a nutricdo perioperatéria
nado é superior a pré-operatdria no quesito peso, quando se
trata de grupos sem déficits nutricionais'.
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Na avaliacdo da regeneracdo hepdatica pelos
exames laboratoriais entre grupos (Tabela 3) somente a
variavel gama-GT apresentou diferenca significante
(p<0,05) e verificou-se que o grupo émega-3 apresentou
menor nivel dela.

A anélise estatistica dos valores obtidos para pro-
teinas totais, albumina e globulina entre os grupos nao
demonstrou diferenca significante. Valores de referéncia
sorolégicas considerados neste estudo foram semelhantes
agueles obtidos no grupo controle.

Alguns testes bioquimicos também podem ser
usados para observar o perfil hepatico, como dosagem da
ALT, da AST, relacdo AST/ALT, gama-GT, fosfatase alcali-
na, tempo de protrombina, albumina e bilirrubinas. Contu-
do, a doenca hepatica grave ainda pode apresentar niveis

ABSTRACT

normais das enzimas hepaticas, ou acarretar alteracoes de
1,5 a trés vezes acima dos niveis de referéncia'®".

A contagem de figuras de mitoses coradas pela
H&E é um dos parametros mais utilizados para avalia-
cao da regeneracdo hepatica por ser facil de reproduzir
com custo baixo, e dessa forma é considerado método
de referéncia para estudos experimentais'. Na regene-
racdo hepdtica, avaliando-se o indice mitdtico com
histologia convencional (H&E) neste estudo, verificou-se
gue nao houve alteracdo entre os momentos 24h, 72h e
sete dias.

Em conclusédo, a administracdo de acidos graxos
Odmega-3 em ratos submetidos a hepatectomia de 60%
nos tempos 24h, 72h e sete dias ndo desempenhou papel
expressivo no processo de regeneracao hepatica.

Objective: to evaluate liver regeneration in rats after partial hepatectomy of 60% with and without action diet supplemented with
omega-3 fatty acids through the study of the regenerated liver weight, laboratory parameters of liver function and histological
study. Methods: thirty-six Wistar rats, males, adults were used, weighing between 195 and 330 g assigned to control and omega-
3 groups. The omega-3 supplementation group received the diet by gavage and were killed after 24h, 72h and seven days.
Evaluation of regeneration occurred through analysis of weight gain liver, serum aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase,
gamma-glutamyltranspeptidase, and mitosis of the liver stained with H&E. Results: the diet supplemented group showed no
statistical difference (p>0.05) on the evolution of weights. Administration of omega-3 fatty acids post-hepatectomy had significant
reduction in gamma glutamyltransferase levels and may reflect liver regeneration. Referring to mitotic index, it did not differ
between period of times among the groups. Conclusion: supplementation with omega-3 fatty acids in rats undergoing 60%
hepatic resection showed no significant interference related to liver regeneration.

Key words: Hepatectomy. Liver Regeneration. Fatty acids. Fatty acids, Omega-3.
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