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“A melhor coisa a se fazer quando se esta triste — respondeu
Merlin comecando a arquejar — € aprender alguma coisa. Essa

€ a Unica regra que jamais falha. Vocé pode ficar velho e trémulo
de corpo, pode ficar acordado de noite escutando a desordem de
suas veias, pode perder seu Unico amor, pode ver o mundo a sua
volta devastado por lunaticos perigosos, ou saber que sua honra
esta sendo espezinhada nos esgotos das mentes mais abjetas... e
entdo s6 ha uma coisa a fazer: aprender. Aprender porque é que
o mundo se agita e 0 que € que o agita. Essa é a Unica maravilha
gue a mente nunca pode exaurir, nunca pode alienar, pela qual
nunca pode ser torturada, que nunca precisa temer ou recear, que
nunca lamentara. Aprender € o que vocé precisa. Observe
guantas coisas ha para aprender: ciéncia pura, a Unica pureza
que existe, por exemplo... e vocé podera aprender astronomia no
espacgo de uma vida, histéria natural em trés, literatura em seis,...
e, entdo, depois que gastou um milhdo de vidas aprendendo
biologia e medicina e critica teoldgica e geografia e historia e
economia, ora, vocé pode comecar a fazer uma carroca da
maneira apropriada, ou gastar cinglenta anos aprendendo a
vencer seu adversario em esgrima. E depois disso vocé pode
comecar de novo em matemaética, até que chegue a hora de
aprender a arar.”

Terence H. White
In:The Once and Future King.
C.P. Putnam’s Sons - New York, 1958
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RESUMO

ACIDOS GRAXOS OMEGA-3 E OMEGA-6, DIMETILSULFOXIDO E TERNATINA
NA REGENERAQAO HEPATICA E NO ESTRESSE OXIDATIVO EM RATOS.
JOSE ULISSES DE SOUZA MELO. Tese (Doutorado). Programa de P6s-Graduag&o
Stricto Sensu em Cirurgia. Universidade Federal do Cearad. Faculdade de
Medicina.

Novembro, 2006. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

O figado possui uma notavel capacidade de regeneracdo apds trauma tecidual,
incluindo hepatectomia parcial. Espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica
tém sido incluidas nos mecanismos de proliferacdo e crescimento celulares.
Dimetilsulfoxido (DMSO) e ternatina (TRT), conhecidos varredores de radicais livres,
e 0s acidos graxos poliinsaturados (PUFA) -3 e ®-6 foram estudados em um
modelo experimental para avaliar suas influéncias na regeneracdo hepética e no
estresse oxidativo. Cento e oito ratos Wistar machos foram aleatoriamente
distribuidos em seis grupos de dezoito animais. Grupo 01 (G1) foi o grupo controle:
os ratos foram somente submetidos a laparotomia (sem hepatectomia parcial) no
tempo TO. Todos 0s outros grupos, além de hepatectomia parcial a Higgins-
Anderson (HP) no tempo TO, se submeteram, diariamente por duas semanas, a
infusdo intraperitoneal (i.p.) de uma dada droga: G2 recebeu soro fisiolégico 0,9%
(salina) 0,1mL/kg, em G3 foi infundido PUFA ®»-3 0,1g/kg, em G4 foi TRT 1,0mg/kg,
G5 DMSO 3,3mg/kg e G6 PUFA -6 0,1g/kg. Em cada grupo, nos tempos 36h(T1),
168h(T2) e 336h(T3) pos-HP, um subgrupo de seis ratos foi escolhido ao acaso para
hepatectomia complementar (em G1 foi realizada hepatectomia total), quando
sangue e os lobos residuais posteriores do figado foram obtidos para exames e
estudos. Todas as intervencgdes cirargicas foram realizadas sob anestesia inalatoria
com éter dietilico. Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) e glutationa
reduzida (GSH) foram mensurados no sangue e no figado. Concentracbes
sangilineas de glicose, bilirrubina total e transaminase glutamico-piravica (TGP,
transaminase de alanina) foram também avaliadas como indicadores de dano
hepatico e de homeostase organica dependente do figado. Os resultados obtidos
foram primeiro submetidos ao teste de Kruskal-Wallis para verificar a normalidade
aproximada das distribuicbes e entdo analisados: a evolug¢do ponderal por analise de
regressao e teste t de Student e os demais parametros por média + E.P.M. e o teste
comparativo de Dunnett: p<0,05 foi aceito como estatisticamente significativo. TRT,
DMSO e PUFA -3 inibiram a regeneracao hepatica. PUFA ®»-6, ao contrario, nao
apresentou efeito inibitério. Peroxidacao lipidica aumentou tanto no figado como no
sangue com o aporte de ®-6.. DMSO, TRT e PUFA ®-3 induziram redugdo nas
concentracdes de GSH hepatico 07 dias pés-HP. Os resultados do presente estudo
dao suporte aos achados de que o estresse oxidativo desempenha um papel
importante no processo de regeneracao hepatica pds-hepatectomia parcial em ratos.

DESCRITORES: Hepatectomia. Estresse oxidativo. Acidos graxos. Ratos.
Peroxidacao de lipideos. Regeneracao hepética.



ABSTRACT

OMEGA-3 AND OMEGA-6 FATTY ACIDS, DIMETHYLSULFOXIDE AND
TERNATIN ON HEPATIC REGENERATION AND OXIDATIVE STRESS IN RATS.
JOSE ULISSES DE SOUZA MELO. Thesis (Doctorate). Post-Graduation Program
(Stricto Sensu) in Surgery. Federal University of Ceara. Faculty of Medicine.
November, 2006. Professor: Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

The liver exhibits a remarkable regenerative capacity after tissue damage, including
partial hepatectomy. Reactive oxygen species and lipid peroxidation have been
implicated as control mechanisms of cellular growth and proliferation.
Dimethylsulfoxide (DMSO) and ternatin (TRT), known free radical scanvengers, and
the ®-3 and -6 polyunsaturated fatty acids (PUFA) were evaluated in an
experimental model to assess their influence on rat liver regeneration and oxidative
stress. One hundred and eight male Wistar rats were randomly assigned to six
groups which contained 18 animals each. Group 01 (G1) was the control group: rats
were just submitted to laparotomy (without partial hepatectomy) at the time TO. All the
others groups, besides Higgins-Anderson partial hepatectomy (HP) at time TO,
received daily for fourteen days, by intraperitoneal (i.p.) route, one of the following
exogenous drug: G2 got NaCl 0.9% (saline) 0.1mL/kg,, G3 receveid ®»-3 PUFA
0.1g/kg, G4 TRT 1.0mg/kg, G5 DMSO 3.3mg/kg, and G6 ®-6 PUFA 0.1g/kg. In each
group, at the time 36h(T1), 168h(T2) and 336h(T3) post-HP, a subgroup of six rats
was chosen in a randomized way to complementary hepatectomy (in G1 a total
hepatectomy was performed), when blood and the liver residual posterior lobes were
taken to studies and exams. All surgical procedures were performed under inhalatory
ether anesthesia. Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and reduced
glutathione (GSH) were measured in plasma and in liver tissue. Blood concentrations
of glucose, total bilirubin, and serum glutamic pyruvic transaminase (SGPT,alanine
transaminase) were also evaluated as indicators of hepatic damage and organic
homeostasis liver-dependent. Data were first submitted to Kruskal-Wallis test to verify
the approximate normality of the distributions and then they were analyzed: liver
weight evolution via analysis of regression and t test of Student and all others
parameters by mean + S.E.M. and comparative test of Dunnett: p<0.05 was
accepted as statistically significant. TRT, DMSO and PUFA ®-3 inhibited the liver
regeneration. PUFA ®-6, on the contrary, did not show inhibitory effect. Lipid
peroxidation got higher in blood and in liver after the administration of ®»-6. DMSO,
TRT, and PUFA »-3 induced a reduction on hepatic GSH concentration 7 days post-
HP. The results of the present study reinforce the hypothesis that oxidative stress
plays an important role on rat liver regeneration phenomenon after partial
hepatectomy.

KEY WORDS: Hepatectomy. Oxidative stress. Fatty acids. Lipid peroxidation. Rats.
Liver regeneration.
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“I have had dreams and
| have had nightmares.
| overcame the nightmares

because of my dreams.”

Jonas Salk
(1914-1995)

“Truth is rarely pure,

and never simple.”

Oscar Wilde
(1854-1900)

“We will now discuss in a little

more detail the struggle for existence.”

Charles Darwin
(1809-1882)

“Nenhum fracasso pode nos privar
do sucesso de ter existido por algum tempo
em um universo que, ao que parece,

é a nés indiferente.”

Norbert Wiener
(1894-1964)

“Caminante, no hay camino.

Se hace camino al andar...”

Antonio Machado
(1875-1939)



1 INTRODUCAO

Qualquer introducao, em qualquer trabalho, envolvendo regeneracao
hepética, conduz naturalmente a antiga lenda grega de Prometeu quando,
condenado por transmitir aos humanos o segredo do fogo que s6 aos deuses do
Olimpo era permitido saber e usar, foi acorrentado e, diariamente, uma aguia
vinha de seu figado se alimentar e, durante a noite, a glandula se regenerava
(BULFINCH, 2001). Isto garantia a ave nutricdo eterna e a Prometeu eterna

tortura...

A notavel capacidade de regeneracao do figado dos mamiferos, portanto, ja é
conhecida ha muito tempo. Mas sao poucos os relatos ou referéncias a este
fenbmeno até o século XIX, ressaltando-se e excetuando-se no entanto a
compreensao, ja nos meados daquele século, de que o retorno da funcéo
hepatica normal que, as vezes, ocorria na chamada hepatite fulminante, era uma

consequéncia do processo de “restauracdo” hepética (BUDD, 1846).

Na verdade, foi a popularizacao da microscopia optica que, mostrando a
estrutura e organizacao fina do figado, acendeu o interesse sobre regeneracéao e,
com as experiéncias resultando em recuperacao de animais ap0s intoxicacdo com
cloroférmio ou pés-hepatectomias parciais, culminou com o conhecimento, no
inicio do século XX, que qualquer disturbio ou agressao, patoldgico ou
experimental, que resultasse em destruicdo consideravel de hepatdcitos, seria

capaz de desencadear o evento de proliferacdo hepatocelular (MILNE, 1909).

O crescimento regenerativo hepatico vem, desde entdo, sendo estudado em
detalhes ou apds a administracdo das mais diversas substancias téxicas, hormonais,
nutricionais, etc., ou sob uma enorme gama de planejadas intervencdes cirargicas
muitas vezes removendo, destruindo ou impedindo o funcionamento de grande
percentual do parénquima hepatico, o que resulta no surgimento da regeneragéo e
que se mantém até que a massa hepética seja restaurada (MICHALOPOULOS,
1990; FAUSTO, 2000) e, em outras vezes, incentivando a regeneracdo com
supostas potenciais substancias auxiliadoras em animais parcialmente
hepatectomizados (BIONDO-SIMOES et al., 2000; PAHLAVAN et al., 2006) ou



cirurgicamente intactos (MICHALOPOULOS; DeFRANCES, 1997). Mas a
hepatectomia parcial se destaca, entre todos os estimulos conhecidos, como o de
maior resposta regenerativa (COURT et al., 2002).

Dentre a lista de animais experimentais ja utilizados, o modelo in vivo mais
estudado é o rato sob resseccéao hepatica parcial (RAMALHO et al., 1998). Nestes
roedores, ap0s uma hepatectomia a 70% (HP, hepatectomia a 2/3, hepatectomia
standard, hepatectomia classica ou hepatectomia a Higgins-Anderson) ha,
aproximadamente no intervalo maximo de duas semanas, uma regeneracao
hepatica, substitutiva em massa, completa (HIGGINS; ANDERSON, 1931; MINUK,
2003). Resseccdes maiores sdo geralmente incompativeis com a vida do animal
(BIONDO-SIMOES et al., 2000).

Ressalte-se que a expressao "regeneracdo hepatica”, embora consagrada pelo
uso, é biologicamente incorreta, ja que a resposta induzida pela amputacao parcial
do parénquima hepatico ndo é, a rigor, uma regeneracao. Os lobos ressecados nao
sdo recuperados; ndo renascem. A massa hepdética é restaurada via hiperplasia
celular compensatéria dos lobos remanescentes, 0s quais entdo apresentam
consequente aumento volumétrico (RAMALHO et al., 1998; FAUSTO; CAMPBELL,
2003).

No ser humano, até 90% do figado pode ser ressecado com sobrevida eventual
(MONACO et al., 1964) e, apés uma hepatectomia a 80%, o 6rgdo necessita de
aproximadamente seis meses para atingir sua massa original de parénquima
funcionante e restauracdo da forma (McDERMOTT et al., 1963; WRIGHT; ALISON,
1984). O hepatdcito € uma célula de natureza epitelial que raramente se divide
(RAMALHO et al., 1993) e, exatamente por isto, € chamada de estavel. Quando
morre um hepatdcito, no figado normal, ha substituicdo pela divisdo de outro
hepatocito, de modo que o nimero permanece constante (CHAIB, 1999). Durante a
vida adulta de um rato, por exemplo, um hepatdcito se divide uma ou duas vezes, e
muitas vezes, nenhuma (RAMALHO et al.,, 1993). A chance de se observar um
hepatocito em divisdo, em ratos com figados normais, € de aproximadamente
1/20.000, mas sua capacidade de replicacdo, como bem demonstra o fendmeno da
regeneracdo, ndo é perdida (RAMALHO et al., 1998). Apesar de que todas as
células do figado participarem do processo
de regeneracdo, a enorme maioria dos estudos dirige principalmente a atencéo para

0s hepatdécitos, pois estes constituem 90% da massa hepética e 60% do numero



total de células (ALISON, 1986). As células endoteliais e as células de Kupffer
representam 35% da populacdo hepatica e 5-10% da massa total da glandula
(WRIGHT; ALISON, 1984)

O figado do rato € composto de quatro lobos e a HP consiste na ressec¢cédo dos
lobos lateral esquerdo (E.) e mediano (lobos anteriores), os quais representam
aproximadamente 67% da massa hepatica total (FIGURA 01) (KOUNTOUAS;
BOURA; LYGIDAKIS, 2001). Na hepatectomia parcial a Higgins-Anderson (FIGURA
02), os lobos nédo ressecados, lateral direito (D.) e caudato (lobos posteriores),
correspondem respectivamente a 24% e 9% da glandula, em percentuais
aproximados (HIGGINS; ANDERSON, 1931 ; RAMALHO et al., 1998). Em ratos, a
dindmica da resposta regenerativa jA se encontra bem estabelecida (HIGGINS;
ANDERSON, 1931; SIMPSON; FINCKH, 1963; EDWARDS; KOCH, 1964; RABES et
al., 1976): a sintese de DNA se inicia entre 12 a 16 horas apo6s a HP, com o pico
ocorrendo entre 24 a 26 horas apos a intervencgdo cirargica e uma onda de mitoses
aparece 22 a 24 horas ap6s a hepatectomia e alcangca um maximo entre 32 a 34
horas. Ha novos ciclos de sintese de DNA que podem ser detectados 5 a 10 dias
apos a HP, mas néo séao tdo bem definidos nem tao intensos quanto aquele primeiro
(SLATER, 1990; RAMALHO et al.,1998). Nas células ndo parenquimatosas (células
endoteliais, células de Ito e de Kupffer e ductais biliares) a sintese de DNA s se
inicia aproximadamente 22 a 24 horas ap0s o inicio da sintese de DNA pelos
hepatocitos. As taxas maxima de mitose nas células de Kupffer, nas células
endoteliais e nas ductais biliares ocorrem, respectivamente, 48, 96 e 48 horas apés
a HP (GRISHAM, 1962; FABRIKANT, 1968). A regeneracdo se completa em um
periodo de 3 a 14 dias, quando o figado atinge seu peso original, com variacdes de
5a 10% (MICHALOPOULOS, 1990; STEER, 1995; HOCKINGS et al., 2002).

Nos primeiros trés dias poés-HP, 85% dos hepatdécitos sintetizam DNA, com
mais de 3/4 das sinteses ocorrendo nas proximidades do espaco porta - zonas 1 e 2
do &cino hepético — com algumas células, inclusive, podendo experimentar mais de
um ciclo replicativo (GRISHAM, 1962; RABES et al., 1976). A regeneracao é
predominantemente nas regides periportais porque é exatamente nestes espacos,

0s chamados compartimentos proliferativos, que
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FIGURA 01. O Figado do Rato

O figado do rato é dividido em quatro lobos: o lobo mediano, também chamado de cistico, o lobo

lateral direito que é constituido de duas por¢Bes praticamente separadas denominadas de cranial e
caudal, um grande lobo esquerdo e um pequeno lobo caudato que se encaixa ao redor do es6fago.
Ndo ha vesicula biliar: os ductos biliares de cada lobo juntam-se para formar o ducto hepatico
comum. A entrada dos vasos da triade portal esta localizada na parte média dos lobos E. e mediano
e existe uma separacao entre a vasculatura que irriga estes dois lobos e a vascularizagdo dos outros
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FIGURA 02. Hepatectomia Parcial a Higgins-Anderson

Ressecc¢dao dos lobos anteriores (mediano e lateral E.).

ocorre, quando ocorre, a sintese de DNA e que aparecem 0s “novos hepatdcitos”
(FABRIKANT, 1968; SUC, 1992). Ap6s formados, os hepatécitos jovens se movem



das imediacdes do espaco porta em sentido a veia centrolobular, de forma que as
células mais jovens sempre estdo no terco mais interno e as mais velhas no terco
externo do acino hepatico (RAMALHO et al., 1998). Nesta trajetoria, cada posicao
ocupada pelo hepatdcito significa atividade metabdlica diferente (por exemplo,
gliconeogénese em células jovens e glicdlise em células idosas), tal qual o ser
humano: fun¢des sociobioldgicas diferentes com o passar dos anos...

Mas, mesmo com uma alta percentagem de hepatécitos participando da
regeneracao hepética pés-HP, os estudos tém mostrado que a maioria, sendo todas,
das funcdes necessarias a homeostase organica, incluindo sintese de albumina, de
fatores de coagulacao e de bile, manutencéo da glicemia e da atividade do ciclo da
uréia, permanecem preservadas (MICHALOPOULOS, 1990; ANDERSON et al.,
1990; KIRIMLIOGLU et al., 2006). Responsavel por mais de 5.000 funcbes da
fisiologia organica (CIECIERSKI et al., 2005), o figado consegue o suprimento
energético necessario a manutencdo simultanea dos metabolismos normais e da
regeneracao via o afluxo de &cidos graxos livres ao hepatocito (PETENUSCI et al.,
1983; MICHALOPOULOQOS, 1990). Além dessa necessidade lipidica, a complexidade
do processo regenerativo hepatico sofre influéncias e/ou é determinado por muitos
outros fatores e fenbmenos entre 0s quais se inclui, como apontam varios trabalhos,
a formacéo de radicais livres (CARNOVALE et al., 2000; RONCO et al., 2002; OK
et al., 2003; KURIR et al., 2004).

Ha aproximadamente um seéculo, investigadores descobriram que a
rancidificagcdo - um processo associado ao armazenamento de gorduras e 0leos,
usualmente sem qualquer finalidade que causa grandes prejuizos a industria e ao
comércio - era produzido por uma nova classe de espécie quimica: os radicais
livres (DORMANDY, 1969).

Essa importante descoberta marca o inicio da quimica dos radicais livres, um
dos componentes centrais da industria do século XXI mas, por muito tempo, a extrema
reatividade destes radicais e, a0 mesmo tempo, a irreversibilidade das reacbes nas
guais 0s mesmos se encontravam envolvidos, deixavam assumir suas inexisténcias
na matéria viva. Esta visdo € agora ndo sO sabidamente incorreta como os radicais
livres tém sido ascendentemente implicados como parte importante nos mecanismos
patolégicos em doencas humanas (GERSCHMAN et al., 1954; DIiGIUSEPPI;
FRIDOVICH, 1984; HALLIWELL et al.,, 1992). Como consequiéncia, desde ja algum

tempo, muitos estudos e pesquisas estdo sendo direcionados para alterar o curso



destas doencas via controle e/ou modulacdo dos mecanismos que formam os radicais
livres (Del MAESTRO, 1980). A palavra “livre” no termo “radical livre” € um
reconhecimento a controvérsia que ocorreu no final do século XIX sobre a existéncia,
ou nao, de radicais na forma livre (SOUTHORN; POWIS, 1988). Com as descobertas
posteriores de que os radicais podem, de fato, existir em forma livre, o termo se
consagrou e os trabalhos pioneiros de Harman e colaboradores (HARMAN, 1956;
McCORD; FRIDOVICH, 1969), conectando-os a danos biolégicos e langando sua
teoria do envolvimento dos radicais livres nos processos de mutagénese, cancer e
envelhecimento (HARMAN, 1956) solidificaram e dimensionaram o conceito: um
radical livre é uma molécula, ou um fragmento molecular, ou um grupo atémico, com
um ou mais elétrons ndo pareados no orbital externo (SLATER, 1984; HALLIWELL,
1984; SIES, 1991). Um radical livre pode ter carga positiva, ou negativa, ou ser
eletricamente neutro. Elétrons em um atomo ou molécula ocupam elementos de
volume espaciais definidos por energia e funcbes de probabilidade da mecéanica
guantica denominados orbitais, cada um dos quais pode conter até dois elétrons, sob
certas restricbes, segundo o Principio de Exclusao de Pauli (os elétrons de um mesmo
orbital possuem obrigatoriamente spins opostos).

Um radical livre R se caracteriza pela existéncia de, pelo menos, um elétron
desemparelhado no orbital externo, o que é representado por R* ou *R.
Evidentemente, como consequéncia, tanto o atomo de hidrogénio, o mais simples de
todos os radicais livres (HALLIWELL; GUTTERDGE, 1989), como os iontes
metalicos de transicdo sao radicais livres, bem como alguns compostos inorganicos
tais como o 6xido nitrico (NO) e o didéxido de nitrogénio (NO;) (SOUTHORN; POWIS,
1988).

Mas, dentre todos os radicais livres, os de oxigénio, devido a varios fatores
incluindo a sua onipresenca nos organismos aerobicos e a sua eficaz e rapida
habilidade de aceitar elétrons, sdo provavelmente, em muitos aspectos, 0s mais
importantes (FIERS et al., 1999; TANDON et al., 2005). O oxigénio molecular &, ele
proprio, um bi-radical, vez que possui um elétron ndo pareado em cada um de seus
dois orbitais externos, elétrons estes de mesmo spin (TAUBE, 1965). Radicais livres
de oxigénio (RLO) formados a partir do oxigénio molecular sdo responsaveis por
muitos dos efeitos biolégicos dos radicais livres (HALLIWELL, 1984), mesmo porque
radicais livres de oxigénio sdo rotineiramente formados durante o metabolismo

celular normal j4 que a acéo catalitica de muitas enzimas celulares e 0s processos



de transporte de elétrons envolvem, necessariamente, captacdo e/ou doacdo de
elétrons que, assim, potencialmente geram intermediarios que sdo radicais livres
(FREEMAN; CRAPO, 1982). Por exemplo, ha formacao de radicais livres na geragéo
oxidativa de energia pela cadeia respiratéria da mitocondria, bem como na
desintoxicacdo de xenobidticos pelos citocromos, ou ainda na morte dos
microorganismos pelos fagocitos ou na cadeia de reacdes do acido araquidénico
(VANNUCCHI et al., 1998). Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocOndrias, no reticulo endoplasmatico, na membrana celular e no nudcleo de todas
as células aerdbicas (VANNUCCHI et al.,, 1998) e numerosas enzimas geram
radicais livres em seus ciclos cataliticos (FREEMAN; CRAPO, 1982). E um dos
paradoxos da vida aerébia neste planeta: a molécula que mantém a vida aerdébica, o
oxigénio, é ndo s6 fundamentalmente essencial para o metabolismo energético e a
respiracdo como, da mesma forma, esta intrinsecamente implicada nos processos
degenerativos e em muitas outras doencas (MARX, 1985). Ou seja, a par das
imensas vantagens que o oxigénio oferece aos organismos aerébios, é
paradoxalmente toxico: forma radicais livres que, ao mesmo tempo que séo Uteis a
varios processos fisioloégicos necessarios a sobrevivéncia do organismo, podem
causar uma enorme gama de lesdes celulares, podendo culminar inclusive com a
morte do individuo (SLATER, 1984; POVOA FILHO, 1995). Muitos estudos
fortemente sugerem que o0s seres aerébios conseguem sobreviver na presenca de
oxigénio somente porque possuem um elaborado e intrincado sistema de defesa: os
antioxidantes. Sem tal malha defensiva, sistemas enzimaticos que desempenham
posicdes chaves no fisiometabolismo organico falham e o organismo apresenta
doenca e, potencialmente, morre. Anaerobios obrigatérios, que somente vivem na
auséncia de oxigénio, ndo possuem tal complexo defensivo que torna a vida
aerbbica possivel e, como conseqiéncia, ndo conseguem sobreviver no ar e
sucumbem. A formacdo dos radicais livres, por um lado, e as defesas
antioxidantes do outro, encontram-se geralmente em homeostase, mas a quebra
deste equilibrio dindmico, a favor dos radicais livres, cria uma situacdo de dano
potencial chamada de estresse oxidativo (SIES, 1991; BELLO-KLEIN, 2002). E
existem numerosos outros processos, além do metabolismo normal, que geram
radicais livres, levando o organismo a se expor ao estresse oxidativo (FREEMAN;
CRAPO, 1982). Os radicais de oxigénio produzidos por fagoécitos ativados, por

exemplo, sdo microbicidas e podem eventualmente produzir dano tecidual (WEISS;



LoBUGLIO, 1982). Muitos agentes antineoplasicos antraciclicos tais como
adriamicina, daunorrubicina, doxorrubicina e outros antibioéticos que dependem de
grupos quindides ou de ligagbes com metais para serem ativos, sdo hbeis a gerar
radicais de oxigénio (KALYANARAMAN et al., 1980; DOROSHOW; HOCHSTEIN,
1982). Alias, muitos dos mecanismos antineoplasicos dos quimioterapicos, bem
como varios dos efeitos colaterais citotoxicos indesejaveis destas drogas, tém sido
atribuidos a sua habilidade de
reduzir o oxigénio a radicais livres (FREEMAN; CRAPO, 1982). Irradiagdo de
organismos com radiacdo eletromagnética, raios X e raios gama por exemplo, ou
com radiacao por particulas, dentre elas elétrons, prétons, néutrons, particulas alfa e
beta, geram radicais primarios quando da transferéncia de suas energias a
componentes celulares como a agua (BIELSKI; GEBIEKI, 1977). Além destes, uma
enorme variedade de agentes ambientais incluindo pesticidas, poluentes quimicos,
solventes, anestésicos, fumaca resultante da combustdo de matéria organica
(fumaca de cigarro, por exemplo) e os hidrocarbonetos aromaticos também sé&o
potencialmente capazes de gerar estresse oxidativo (CHIGNELL, 1979; MASON,
1982; MASON; CHIGNELL, 1982).

O oxigénio molecular, ao possuir dois elétrons de mesmo spin nos dois orbitais
externos, é paramagnético e, a ndo ser que seja ativado, possui baixa probabilidade
de participar em reagdes com moléculas organicas (TAUBE, 1965), pois tal
disposicéo eletronica freia a habilidade do oxigénio molecular em remover, ao
mesmo tempo, dois elétrons de uma molécula que tenha uma configuracao
eletrbnica normal, com pares de elétrons de spins opostos (SOUTHORN; POWIS,
1988). De fato, de conformidade com o Principio de Exclusédo de Pauli, a existéncia
de spins paralelos impede reacdes do oxigénio com redutores divalentes, exceto se
o redutor possuir dois elétrons desemparelhados com spins iguais e opostos ao do
oxigénio molecular, o que evidentemente € de rara ocorréncia. Em outras palavras, o
oxigénio é usualmente ndo-reativo as moléculas organicas (que, geralmente,
possuem elétrons pareados com spins opostos) e isto acarreta que o oxigénio
necessita, geralmente, ser ativado para se tornar reativo. Neste sentido, para tornar
a molécula ativada, o mecanismo de reducdo de oxigénio que mais ocorre nas
reacdes bioguimicas € o que envolve a transferéncia de um Unico elétron — a

chamada reduc&o monovalente (GILBERT, 2000). Metais de transicdo encontrados



nos sitios de muitas enzimas oxidase e oxigenase tém exatamente a finalidade de

facilitar a transferéncia de um Unico elétron ao oxigénio molecular (HILL, 1981).

Sao dois os mecanismos basicos de ativacdo do oxigénio: absor¢cdo de energia
suficiente para reverter o spin de um de seus elétrons ndo pareados ou, entdo,
reducdo monovalente como acima descrito. Como conseqUéncia das leis da
mecanica quantica, o processo de inversao de spin é restrito (SOUTHORN; POWIS,
1988), tornando a redugdo monovalente o modo principal de ativacdo, mesmo
porque esta restricdo da capacidade oxidante do oxigénio molecular € removida
qguando a molécula adquire um elétron de cada vez, evitando assim a necessidade
de inversdo de spin (OGRYZLO, 1978; HILL, 1981). De passagem,
cabe observar que redugdo monovalente do oxigénio molecular também pode ser
iniciada quando o oxigénio & exposto a irradiacdo ionizante ou outras fontes com
suficiente contetdo energético (ELSTNER, 1982).

A forma bi-radical do oxigénio em seu estado basal - oxigénio triplete - é a
apresentacdo inativada, com dois elétrons ndo pareados em seus dois orbitais
externos. Se o0 oxigénio triplete absorve energia suficiente para reverter o spin de um
de seus elétrons desemparelhados, ele € dito se encontrar no estado singlete,
significando que os dois elétrons dos orbitais externos tém spins opostos. O oxigénio
singlete pode, entdo, participar nas reacbes que envolvem a transferéncia
simultanea de dois elétrons (reducdo divalente) e, uma vez que elétrons pareados
sdo comuns em moléculas organicas, 0 oxigénio singlete € muito mais reativo as
moléculas organicas que a forma triplete (FRANKEL, 1985).

No outro mecanismo de ativagdo do oxigénio, que € a reducdo da molécula por
um Unico elétron, temos a formacdo do anion superdxido (O,"), peréxido de
hidrogénio (H.0,), radical hidroxila (OH*) e finalmente agua (ANEXO E). O primeiro
passo na reducdo do oxigénio, formando superéxido, € endotérmico com as
reducgdes subsequentes exotérmicas (ANEXO E):

O, + € 2> 05 (01)
mas mesmo assim, esta reacdo pode ocorrer espontaneamente porque 5% dos
elétrons escapam de seus transportadores na cadeia respiratoria da mitocéndria
(NOHL, 1994). O radical superéxido é produzido por células fagocitarias como, por
exemplo, neutréfilos, mondcitos, macréfagos e eosindfilos, objetivando a inativacao

de microorganismos e existem evidéncias que fibroblastos e linfécitos também o



produzem in vivo (HALLIWELL, 1994). Também é gerado na mitocéndria, geracao
gue é mais acentuada quando os transportadores da cadeia respiratéria localizados
na membrana mitocondrial interna se encontram reduzidos (TURRENS et al., 1982),
0 que aumenta o percentual de 5% de elétrons de escape acima referidos. Alias,
como fato geral, os cofatores enddégenos que influenciam a producdo de radicais
pela mitocéndria sdo precisamente aqueles que regulam a respiracao, o que inclui a
disponibilidade de substratos ligados a NAD, succinato, ADP e oxigénio
(CHANCE; WILLIAMS, 1956).

Uma enorme variedade de componentes celulares sollveis e aptos a sofrerem
reacoes de oxidacdo-reducdo em um meio aquoso neutro sao quantitativamente
importantes para a producdo de radicais livres intracelulares (FREEMAN; CRAPO,
1982), incluindo tidis (BACCANARI, 1978), hidroquinonas (McCORD; FRIDOVICH,
1970), catecolaminas (MISRA; FRIDOVICH, 1972), flavinas (BALLOU et al., 1969) e
tetrahidropterinas (FORMAN; BOVERIS, 1982) e, em todos 0s casos, 0 anion
superoxido € o radical primario formado através da reducdo do oxigénio destas
moléculas. O superéxido pode atuar tanto como oxidante como redutor: ele pode
oxidar enxofre, acido ascorbico ou NADPH, e pode reduzir citocromo C e ions
metalicos. A dismutacdo (reacdo na qual um Unico reagente € convertido em dois
diferentes produtos) do superoxido, levando a formagéo do peréxido de hidrogénio e
oxigénio singlete, além de poder ocorrer espontaneamente, pode ser catalisada pela
enzima superéxido dismutase (SOD). Esta enzima “varre” os radicais superoxidos
via catalisacdo da conversdo de dois destes radicais em peroxido de hidrogénio e
oxigénio molecular:

SOD
20, + 2H" €  0Oy(s) + H0, (02)
ESPONT

A dismutacdo espontadnea do superoxido, em pH=7,4, ocorre em uma taxa
constante de aproximadamente 2x10°> por mol por segundo, enquanto a reac&o
catalisada por SOD é 10* vezes mais rapida, apresentando uma taxa constante de
2x10%mol.seg (FRIDOVICH, 1975; SCANDALIAS, 1993). Eucariontes contém duas
formas desta enzima: uma versdo contendo magnésio e uma forma citosdlica
dependente de cobre e zinco, com as duas variantes realizando dismutacdo de
modo idéntico. Em sua forma protronada, o superéxido forma o radical peridoxila
(OOH*) que é um potente oxidante (GEBICKI; BIELSKI, 1981), mais forte que o



anion superoxido (FREEMAN; CRAPO, 1982), mas sua relevancia bioldgica é
provavelmente menor devido a sua baixa concentracdo em pH fisiolégico: em pH
alcalino ou neutro, a reagao tende para o lado esquerdo, com 0 oxigénio quase todo
na forma de superoxido.

0, + H' €> HO," (03)

Cabe salientar, no entanto, que nas proximidades da superficie celular
polianibnica, tem-se uma concentracdo de ions com carga oposta, muitos dos quais
é hidrogénio protdnico em solvente, fornecendo um microambiente que tem sido
estimado ser duas a trés vezes unidades de pH mais baixo que os fluidos teciduais
mais afastados, favorecendo a reacéo (03) para o lado direito, com formacéo mais
acentuada da peridroxila (FREEMAN; CRAPO, 1982).

Assim, a reducdo monovalente do superéxido produz peréxido de hidrogénio
que ndo é um radical livre vez que todos seus elétrons sdo pareados. Mas esta
molécula, mesmo n&o sendo RLO, desempenha, na qualidade de produto
intermediério na reducdo de oxigénio, importantes fungdes na quimica dos radicais
livres. Para incluir tais intermediarios, dos quais o perdxido de hidrogénio é o
paradigma, denomina-se espécie reativa de oxigénio (ERO) a qualquer ente
quimico do conjunto constituido pelos radicais livres de oxigénio e os intermediarios
das reacbes que levam a formacgdo de radicais livres (SCHUCHERT, BILLIAR,
2001). O &cido hipocloroso (HOCI), o oxigénio singlete e o ozénio (O3) sdo exemplos
de ERO que néo sdo RLO, dado que podem rapida e facilmente tanto se envolver
como levar a rea¢des mediadas por radicais livres nos organismos vivos (LIMA et al.,
2002). Apesar de que alguns poucos ERO possam existir por algum periodo algo
consideravel, a enorme maioria, por ser quimicamente instavel, possui meia-vida
muito curta: de 10™ a 10 segundos (SCHUCHERT:; BILLIAR, 2001). A reatividade
dos RLO corre por conta da tendéncia de doar seu elétron ndo pareado para uma
molécula das proximidades ou, entdo, remover ou subtrair um segundo elétron, que
pode ser na forma de um atomo de H de uma molécula circunvizinha para parear
seu elétron livre. Biologicamente, sdo quatro 0s mecanismos mais importantes na
producdo de ERO: reacdes enzimaticas de oxirreducao, auto-oxidacao, atividade da
peroxidase e reacdo de Fenton (DeBONO, 1994).

Muitas enzimas, ao cumprirem seus ciclos de catalise, como ja

anteriormente ressaltado, sdo geradoras de radicais livres. Xantina oxidase,



provavelmente a enzima produtora de radicais mais estudada, gera anion
superdxido durante a reducdo de oxigénio a perdéxido de hidrogénio, com a
proporcao relativa destes ultimos liberada nos sitios ativos da enzima dependendo
do pH, concentracdo do oxigénio e da concentracdo do substrato (FRIDOVICH,
1970). Aldeido oxidase, que é Unica mas estruturalmente similar a xantina
oxidase, divide muitos dos mesmos substratos com esta e também gera superoxido
(RAJAGOPALAN, 1980). Dihidrooratato desidrogenase (ALEMAN; HANDLER,
1967), flavoproteina desidrogenase (MASSEY et al., 1969) e triptofano dioxigenase
(HIRATA; HAYAISHI, 1971) também produzem superoxido em seus processos de
catélise. Os estudos destas fontes enzimaticas de producéo celular de radicais livres
tém evidenciado que a modulacdo da atividade enzimatica, a disponibilidade de
cofatores, as concentracdes dos substratos e a tenséo do oxigénio sédo todos fatores
que interagem entre si com a resultante afetando a taxa de producao
intracelular de radicais livres e, como consequUéncia, determinados estados
metabolicos celulares tais como hiperdxia, isquemia e antibioticoterapia acabam por
favorecer a producao de radicais livres em taxas maiores que as basais (FREEMAN;
CRAPO, 1982), o que conduz ao estresse oxidativo.

O peroxido de hidrogénio, a par das muitas funcdes e propriedades que o
tornam uma molécula notavel, uma é de fundamental importancia pelos efeitos
fisioldgicos que encerra: permeia as membranas de forma quase téo livre quanto a
agua (FREEMAN; CRAPO, 1982; VANNUCCHI et al., 1998). De fato, acumuladas
evidéncias tornam patente que o peroxido de hidrogénio cruza com liberdade as
membranas mitocondriais (TURRENS et al., 1982), membranas perixissomais
(CHANCE et al., 1979; JONES et al., 1981) e membranas plasmaticas (WANG;
NIXON, 1978; SCHROY; BAIGLOW, 1981). O que fornece duas imediatas
consequéncias: o0 peroxido de hidrogénio ndo se apresenta de forma
compartamentalizado na célula e, potencialmente, é capaz de exercer efeitos tdxicos
distante dos locais onde foi gerado. Muitas enzimas — peroxidases - usam o peroxido
de hidrogénio como substrato nas reacdes de oxidacdo envolvendo a sintese de
complexas moléculas organicas. In vivo, o peréxido de hidrogénio é produzido pela
acdo de diversas enzimas oxidase, tais como a aminodcido oxidase e a xantina
oxidase (CHANCE et al.,, 1979; GRAGER, 1988). A xantina oxidase catalisa a
oxidacdo da hipoxantina em xantina e desta a &cido Urico. O oxigénio €

simultaneamente reduzido a peroxido de hidrogénio e superdxido. A xantina oxidase



€ encontrada, em pequena gquantidade, em varios tecidos dos mamiferos e é
possivel comprovar o aumento da xantina oxidase quando o tecido é submetido a
agressdes como trauma ou hipoxia (GRAGER, 1988). Ha, também, geracdo de
peroxido de hidrogénio nas mitocondrias (JENSEN, 1966) com praticamente toda a
producdo derivada da dismutacdo do anion superéxido (BOVERIS; CADENAS,
1975; DIONISI et al.,1975) Algumas bactérias e micoplasmas tém a capacidade de
liberar peréxido de hidrogénio objetivando dano celular no hospedeiro, utilizando
assim a capacidade do perdoxido de H em atravessar membranas biologicas
(ABDALLA, 1993) e a gerar potencialmente danosos radicais livres por meio, por
exemplo, da reacdo de Fenton, como sera explicado logo a seguir. Além disto,
apesar de ser um agente oxidante fraco, H,O, é capaz de oxidar grupos tiol e alguns
aminoacidos, podendo, assim, inativar enzimas (ABDALLA, 1993). A proclamada
reatividade do peréxido de hidrogénio, portanto, ndo é devido a sua reatividade per
se, necessitando de um metal redutor para formar um radical hidroxila altamente
reativo que é o mais forte agente oxidante conhecido e que reage com moléculas
organicas em taxas so limitadas pela difusdo. Fenton descreveu na ultima década do
século XIX (FENTON, 1894) o potencial oxidante do peréxido de hidrogénio com
sais de ferro e, aproximadamente quatro décadas depois, Haber e Weiss
identificaram o radical hidroxila como o agente oxidante destas reacoes (HARBER &
WEISS, 1934):
Fe*+ H,0, = Fe** + OH* + OH (04)

Em sistemas biologicos, a disponibilidade de ions ferroso limita a taxa da reacéo
(04) - conhecida como reacao de Fenton - mas a reciclagem do ferro da forma
férrica para ferrosa por um agente redutor pode manter a reacdo de Fenton em
atividade, consequenciando na geracao de radicais hidroxila e, um adequado agente
redutor &€ exatamente o superéxido:

0,  + Fe** & 0, + Fe* (05)
resultando, das reacgdes (04) e (05), a denominada
reacdo de Haber-Weiss: O,” + H,0, & 0O, + OH* + OH (06)

O superoxido, portanto, apesar de ser um fraco oxidante, possui muitas funcées
fisiologicas e alto potencial para produzir dano devido a sua habilidade de cruzar
membranas celulares através dos canais de anions transmembranais (KELLOGG;
FRIDOVICH, 1977) e, via reacao de Fenton, formar a hidroxila, 0 mais reativo dos
radicais oxidantes (SCHUCHERT; BILLIAR, 2001). Além disto, o anion hidroxila, que



pode ser formado a partir do peroxido de hidrogénio através de Fenton, surge
também como produto na reacdo de Haber-Weiss sob condi¢des fisiologicas e
nesta, o superoxido é o agente redutor. Outros agentes redutores tais como
glutationa (GSH), nucleotideos piridinicos reduzidos (NADH, NADPH) ou ascorbato
podem substituir o superoxido, na qualidade de redutor, para formacao da hidroxila,
e 0 cobre e outros metais podem atuar no lugar do ferro nas reacfes (04) e (05) que
resultam na catélise de Haber-Weiss - reacdo (06). E na reacdo de Fenton, além do
superoxido, outro agente redutor biolégico, tal como lactato ou ascorbato, pode doar
elétrons, que geram ions ferroso necessarios para reagir com peréxido de
hidrogénio para formar o destrutivo radical hidroxila. E este radical, que pode
também ser produzido pelas mitocéndrias (NOHL et al., 1981), devido a sua alta e
indiscriminada reatividade, é essencialmente de atuacao local, vez que dificiimente
se difundira a sitios distantes do ponto celular de producdo (FREEMAN; CRAPO,
1982).

Radicais livres menos reativos tém maior capacidade de atuar em ambientes
mais distantes dos sitios onde foram produzidos. O superéxido, muito menos reativo
aos componentes celulares que a hidroxila, poderia potencialmente se difundir além
da vizinhanca do sitio de geracdo ndo fosse a alta concentracdo de SOD nas
células: estimado em 3x10° M em células do figado (FRIDOVICH, 1975) por
exemplo, 0 que mantém o superéxido em 10™* a 102 M (TYLER 1975). A ndo ser
que o superoxido fique protonado, reacdo (03), esta espécie eletricamente
carregada geralmente terd muito pouco sucesso em se difundir através dos
microambientes apolares da célula.

Quando proximo aos fosfolipidios da membrana, o radical hidroxila pode atacar
o lado lipidico das cadeias, formando radicais intermediarios (0os chamados radicais
peroxilas), peréxido de hidrogénio e hidroperéxidos lipidicos, os quais podem alterar
as funcbes de membrana ou podem se decompor para formar aldeidos citotoxicos.
Produtos finais da peroxidacéo lipidica também desemparelham as enzimas Ca*'-
ATPase, resultando em acumulo de célcio intracelular, ativando as enzimas célcio-
dependentes como proteases e fosfolipases, que entdo podem causar mais danos
celulares. O oxigénio singlete também reage com lipidios das membranas celulares
produzindo peréxidos e, por ser altamente eletrofilico, reage rapidamente com
compostos contendo ligacdes duplas ricas em elétrons (por exemplo, acidos graxos

ndo saturados como o linoleico, o linolénico, o palmitoleico e o oleico) ou anéis



heterociclicos nado saturados (por exemplo, aminoacidos) (CADENAS, 1989;
BENZIE, 1996).

A oxidacgéo de substancias organicas pode se processar por meio de duas
reacOes distintas: ou pela adi¢cdo de hidroxila a molécula organica ou pela retirada
de um atomo de hidrogénio da mesma. Na reacao de adicédo, o radical hidroxila se
incorpora a um substrato organico formando um produto hidroxilado (reacéo 07) que
posteriormente pode ser oxidado por ion ferroso, ou por oxigénio ou por outro
agente, resultando em um produto oxidado estavel (reacdes 08 e 09) e os produtos
hidroxilados podem sofrer dismutacao gerando alguns subprodutos (reacéo 10)
(HAYWOOD, 1994).

OH* + R 2> ROH* (07)
ROH*+Fe®** & ROH+ Fe?* + H* (08)
ROH*+ O, = ROH +0,* + H* (09)
ROH* + ROH* & R-R + 2H.,0 (10)

Na reacdo de subtracdo, o radical hidroxila oxida o substrato organico
formando agua e um radical orgéanico (reacdo 11) e este radical, possuindo um
anico elétron ndo pareado, pode reagir com o0 oxigénio triplete (reacdo 12) levando
a formacao do radical peroxila que, ao roubar hidrogénio de uma outra molécula
organica, resulta na formacéo de um segundo radical carbonico (reacdo 13). Esta
reacdo em cadeia mostra porque os radicais livres de oxigénio causam um dano
muito maior do que suas concentracdes iniciais poderiam realizar. E a chamada
fase de propagacdo, quando um unico radical livre pode conduzir & producéo de
mais radicais livres, teoricamente ad infinitum, onde somente as concentracdes de
oxigénio e do substrato estabelecem os limites da reacdo (BONORDEM; PARIZA,
1994).

OH*+ RH = R*+ H,0 (11)
R*+ O, = ROO* (12)
ROO*+ RH & R* + ROOH (13)

As reacdes do oxigénio ativado com substratos organicos sdo complexas
mesmo in vitro, com solucbes homogéneas e bioambientes controlados. Em
sistemas bioldgicos dindmicos, entdo, a situacdo é ainda mais intricada por conta

de multivariaveis temporais: a topologia da superficie de membranas, a distribuicao



e jogo das cargas elétricas, as propriedades de ligacdo das macromoléculas, as
multifacetas das preferéncias de conexdao que dependem da proximidade e da
conformacdo espacial de cada grupo quimico e a compartamentalizacdo de
enzimas, substratos e catalisadores podem tornar, mesmo em uma unica célula,
cada microlocal completamente diferente, tanto em natureza como em extensao,
em relacdo as reacBes com oxigénio. Por conseglinte, a natureza do dano
oxidativo que leva a morte celular raramente é Obvia. Mesmo assim, ante a
emaranhada teia de fatores, os mecanismos nos quais os radicais de oxigénio
danificam membranas lipidicas séo ja razoavelmente vislumbrados, com as lesGes
oxidativas freqientemente associadas de modo quase exclusivo com as reacfes
peroxidativas com as membranas lipidicas. Nas situa¢gfes de estresse oxidativo, a
peroxidacao lipidica tem se mostrado como o fator dominador que leva a perda das
funcdes celulares (STOREY, 1996). De um modo genérico, sdo trés os principais
alvos de ataque dos radicais livres nas células: proteinas, ADN e lipidios
(VANNUCCHI et al., 1998). Apesar da importancia da agressdo dos ERO aos
acidos nucléicos e as proteinas, reacdes estas de degradacdo pelas formas
ativadas de oxigénio que sao potencialmente letais, este trabalho focaliza
essencialmente o dano sobre os lipidios e suas conexfes. Neste contexto,
historicamente as rea¢fes dos RLO com os lipidios poliinsaturados tém sido foco
de atencdo de muitos pesquisadores devido ao envolvimento com a
rancidificacédo e o desenvolvimento de sabores e odores indesejaveis nos alimentos
e, nos ultimos anos, dos biocientistas pelas grandes e importantes possibilidades
elucidativas, algumas ja com marcantes evidéncias, da ac¢do dos radicais livres
sobre etiologia de algumas doencas (VANNUCCHI et al., 1998). Sado duas as
possibilidades desta interacdo: a possivel peroxidacdo dos acidos graxos ocorrer
nas membranas bioldgicas ou nas lipoproteinas circulantes, e ambos os processos
sdo de importancia na compreensdo da participacdo dos radicais livres na
patogenia de doencas degenerativas (RICE-EVANS, 1994). A peroxidacdao lipidica
envolve geralmente trés fases distintas: iniciacdo, propagacdo e finalizacdo. A
formacdo de um radical livre é chamada iniciacdo. A reacao de iniciacdo entre um
acido graxo insaturado (por exemplo, o acido linoleico) e o radical hidroxila envolve
a subtracdo de um atomo de hidrogénio do grupo metilvinil do acido graxo (que, no
caso do acido linoleico, ocorre no carbono 11). O remanescente radical carbonico

forma uma estrutura com ressonancia, dividindo o elétron ndo pareado (com os



carbonos 9 a 13, no caso linoleico). Na reacdo de propagacao, esta estrutura com
ressonancia reage com o oxigénio triplete, formando o radical peroxila (com o &cido
linoleico, a adigé&o ocorre ou no carbono 9 ou no 13). O radical peroxila entédo rouba
um atomo de hidrogénio de um outro &cido graxo formando um hidroperdxido
lipidico e deixando formado, assim, um outro radical livre carbénico que, por sua
vez, pode participar de um segundo roubo de hidrogénio...Ou seja: uma vez
iniciada a reacao de peroxidacdo pelo radical hidroxila, via a subtracdo de um Unico
atomo de hidrogénio, o surgimento de um radical lipidico carbénico como produto
capaz de reagir com o0 oxigénio em sua forma basal cria uma reacdo em cadeia. O
papel do radical hidroxila se mostra anélogo a faisca que inicia um fogo.

A base para a extrema reatividade do radical hidroxila em sitios lipidicos é que,
mesmo em baixa concentracdo, o radical consegue iniciar uma reacao em cadeia
envolvendo o oxigénio triplete, a forma mais abundante de oxigénio na célula. O
hidroperéxido lipidico (ROOH) ¢é instavel na presenca de Fe, ou de um outro metal
catalisador, e podera participar, via reacdo de Fenton, na formacao do reativo radical

alcooxila:

ROOH + Fe** = OH-+ RO*+ Fe* (14)

Na presenca de Fe, portanto, as reacdes em cadeia sdo nao somente
propagadas mas ampliadas. Cabe notar que os dois radicais séo produzidos pelo
somatorio das reacdes 11 a 14. Dentre os produtos de degradacao de ROOH estdo
os aldeidos, como o malondialdeido (MDA, dialdeido malénico, aldeido malénico) e
os carboidratos, como o etano e o etilene, 0os quais sdo comumente mensurados
como produtos finais das peroxidagdes lipidicas. Aqui, neste trabalho, o MDA é
avaliado como medida da peroxidagéo lipidica (POL).

As reacoes de peroxidacdo em membranas lipidicas alcancam a fase de
finalizacdo quando o carbono, ou o radical peroxila, forma subprodutos que ndo séao
radicais, como mostrado nas reac¢fes 15 a 17, ou entdo, pela acdo de um
antioxidante, quando entéo o radical é varrido, mostrando, desse modo, quéao
essenciais sdo os antioxidantes para a integridade celular e que, se uma vez
esgotados ou inexistentes, havera uma situacdo de potencial citotoxicidade, isto é,
estresse oxidativo. Isto podera ocorrer, por exemplo, na deplegédo de antioxidantes
por ma-nutricdo (ingestao insuficiente de a-tocoferol, &cido ascorbico e aminoacidos

precursores de glutationa, para citar somente alguns), ou na producao excessiva de



radicais livres (sepse, doencas inflamatorias crénicas como colite ulcerativa e artrite
reumatoéide, intoxica¢des por drogas como o alcoolismo, etc.) (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989; GRISHAM, 1993; HALLIWELL, 1994). O estresse oxidativo
ocorre quando a homeostase oxidativa estd ameacada ou, pior ainda, ja se encontra

de alguma forma rompida.

R* + R* =9 R-R (15)
R* + ROO* & ROOR (16)
ROO* + ROO*>» ROOR+ O, (17)

Tipicamente, moléculas de alto peso molecular, como fosfolipidios e acidos
graxos gerados como subprodutos, se apresentam em altas concentracdes em

amostras de membranas lipidicas peroxidadas (SOUTHORN, 1988).

Oxigénio singlete pode reagir com &cidos graxos ndo saturados produzindo, de
forma rapida, uma complexa mistura de hidroperéxidos, com a quimica destas
reacoes toda baseada nos estudos com nutrientes (BRADLEY; MIN, 1992) e, uma
vez surgidos os hidroperoxidos lipidicos, estes poderdo se decompor em uma
grande variedade de produtos, alguns dos quais produzirdo radicais livres de
oxigénio quando da presenca de metais catalisadores (reacéao 14).

Assim, as ligacbes nao saturadas do colesterol e dos acidos graxos das
membranas podem reagir com os radicais livres e sofrerem peroxidacao lipidica
(POL), também chamada de lipoperoxidacdo (LPO) (LIMA et al., 2002).
Conceituada com carater mais geral, POL é uma cascata de eventos bioquimicos
resultante da acdo dos ERO sobre os lipidios das membranas celulares, gerando
radicais alcooxila e peroxila, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos
mecanismos de troca metabdlica e, em uma condicdo extrema, a morte celular
(BENZIE, 1996).

O significativo aumento da concentracdo do oxigénio atmosférico que ocorreu
h& cerca de 2 a 3 bilhdes de anos (BERKNER; MARSHALL, 1964) em nosso
planeta, provavelmente como resultado da evolu¢do dos organismos
fotossintetizantes, forneceu margem para, a0 mesmo tempo, o0s seres dependentes
do metabolismo aerébio também apresentassem grande desenvolvimento
(FREEMAN; CRAPO, 1982; GILLER; SILGLER, 1995). Tal crescimento do oxigénio
molecular, além do fato de contribuir de forma marcante para a composicdo da

camada de ozobnio, que até hoje serve como filtro para as radiacdes ultravioletas



comprovadamente danosas aos seres vivos, criou um ambiente com oferta
praticamente ilimitada de matéria prima para o metabolismo aerdbio, com
consequente aumento da energia produzida

e favorecendo a evolugdo das espécies aerdbias da Terra (LIMA et al., 2002). De
contra-partida, no entanto, os aerébios tiveram que se adaptar aos efeitos toxicos do
oxigénio (MENEGHINI, 1987), com a sobrevivéncia destas formas de vida ficando a
mercé de um sistema bioquimico de defesa, o qual fazia a prote¢do do organismo
dos potenciais danos que um meio oxidante poderia realizar via radicais livres de
oxigénio. Estas defesas bioquimicas incluem tanto varredores (ou limpadores) de
RLO, com baixo peso molecular, como um complexo sistema enzimatico e ambos
sdo criticos para a sobrevivéncia celular em um meio aerébio (GREGORY;
FRIDOVICH, 1973; CHANCE et al., 1979; FORMAN; FISHER, 1982; FRIDOVICH,
1982). Tais defesas objetivam baixar as concentracdes dos radicais livres,
diminuindo a possibilidade de lesdes a componentes celulares. Estresse oxidativo
geralmente descreve uma condi¢ao na qual as defesas celulares antioxidantes estao
inadequadas ou insuficientes para desintoxicar completamente os radicais livres que
estdo sendo gerados, ou devido a uma grande producao de ERO ou a uma queda
nas defesas antioxidantes ou, como ocorre muitas vezes, ambas. Qualquer atomo,
molécula, ion ou fragmento molecular que reage com um radical livre pode, a priori,
ser chamado de varredor ou limpador de radicais livres (FREEMAN; CRAPO,
1982). Cabe observar que os produtos das reacfes dos varredores com os radicais
livres podem, ou ndo, ser menos toxicos que os radicais livres substratos iniciais.
Exatamente devido aos danosos efeitos dos RLO, todas as células mantém defesas
antioxidantes (STOREY, 1996), que podem ser agrupadas em trés niveis: na
prevencdo da formacdo de RLO, na anulacédo dos RLO por varredores de radicais
livres ou de enzimas antioxidantes e fazendo reparos nos componentes celulares
lesados. Antioxidantes ndo enzimaticos incluem glutationa (GSH), a-tocoferol
(vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), B-caroteno e acido urico (CADENAS,
1989). Os varredores de radicais livres tém a capacidade potencial de interferir ou
bloquear a ligacédo das espécies reativas de oxigénio com os lipidios das
membranas celulares, evitando danos as células e seus constituintes, isto €, ndo

deixando aumentar o estresse oxidativo.



Os lipidios, ou lipideos ou ainda lipides, (do grego lipos que significa gordura)
sdo componentes onipresentes nos tecidos e liquidos corporais, onde exercem pelo
menos duas fungbes de importancia capital: em primeiro lugar constituem a principal
fonte de energia do corpo e, na forma de triacilgliceréis, funcionam como fonte
energética primaria em muitos tecidos, e em segundo, se mostram como um dos
principais componentes estruturais de todas as células e tecidos do corpo (THIRD;
BREMNER, 1985). Do ponto de vista quimico, lipidio € uma denominagdo comum a
um grande conjunto de substancias que possuem em comum o fato de ndo serem
soluveis em agua (ZAIA, 2002) e engloba os Oleos - ésteres formados a partir de
acidos graxos (AG) e que se apresentam em temperatura ambiente, em forma
liquida -, as gorduras - ésteres formados a partir de AG e que se apresentam
normalmente em forma sélida - e ceras - onde as principais sédo ésteres formados a
partir de AG e alcoois de cadeia longa -, além de esterdides - como o colesterol e
horménios sexuais -, terpenos - como o geroniol -, sabdes, detergentes e sais
biliares (ALLINGER et al., 1978; HOLUM, 1994).

Genericamente falando, a estrutura fundamental dos lipidios é composta de AG
ou de moléculas diretamente a eles relacionadas como alcoois, aldeidos e aminas
(GRAZIOLA; SOLIS; CURI, 2002). Os AG séao acidos carboxilicos, geralmente com
uma unica carboxila, que podem ser representados pela férmula RCO;H , onde o
grupamento R, na enorme maioria dos AG, é uma cadeia carbbnica longa, néo
ramificada, com numero par de atomos de carbono, podendo ser saturada (sO
ligacbes simples) ou conter uma ou mais insaturacoes (ligacdes duplas). Os AG
presentes nos tecidos dos mamiferos sao guase todos
com cadeia linear (uma excecao é a glandula sebacea que sintetiza quantidades
consideraveis de AG de cadeia ramificada, encontrados na secrecéo lipidica da
pele). O grupo carboxila constitui a regido polar e a cadeia R a regido apolar da
molécula. Um AG com mais de 12 (doze) atomos de carbono é dito ser de cadeia
longa e se possuir mais de uma insaturacéo é classificado como poliinsaturado. As
células humanas contém, em geral, duas vezes ou mais AG insaturados que
saturados (POMPEIA, 2002), com a composicdo no entanto, variando
consideravelmente com muitos fatores dentre os quais o tipo de tecido. Os AG
insaturados sdo divididos em quatro classes: ®-7 representado pelo &cido

palmitoleico (9-16:1), ®-9 tendo como &cido parental o &cido oléico (9-18:1), »-6



com a representacdo do acido linoleico (9,12-18:2) e ®-3 cujo representante € o
acido linolénico (9,12,15-18:3), onde cada classe € constituida por uma familia de
AG que podem ser sintetizados biologicamente a partir daqueles da mesma classe
oferecidos na dieta. Por exemplo, o acido araquidénico (20:40-6) pode ser
biosintetizado a partir do acido linoleico (18:2w-6), parental da classe ®-6. No
entanto, um AG de uma classe ndo pode ser biologicamente convertido em um AG
de outra classe (GRAZIOLA; SOLIS; CURI, 2002). A existéncia de insaturagdes faz
surgir isbmeros geométricos, mas todos os acidos graxos de ocorréncia natural nos
mamiferos possuem configuracdo cis, e também isémeros de posicdo, quando a
Unica diferenca molecular entre dois AG € a localizacdo da ligacdo dupla (o acido
linolénico, que tem 18 carbonos e duas insaturagdes, é chamado de a-linolénico
guando uma das liga¢cGes duplas é »-3 e recebe a denominacédo de y-linolénico se
a insaturacao € m-6).

O organismo dos mamiferos tem uma grande capacidade de produzir varios AG
insaturados tais como o palmitoleico ou o oléico, mas ndo pode sintetizar os acidos
graxos poliinsaturados (PUFA; AGPI) linoleico e linolénico que dest’arte séo
denominados de essenciais, e precisam ser obtidos a partir da dieta (BRENNER,
1987). A essencialidade dos AG se caracteriza por dois requisitos: ser
imprescindivel ao organismo e nao ser por ele sintetizado. Muitos trabalhos atestam
que a auséncia de tais nutrientes na dieta estd associada a sindromes que podem
levar inclusive a morte. Sao portanto duas classes de acidos graxos essenciais
(AGE): -6, presentes no leite e na carne e nos 6leos de soja, milho, algodéo e
girassol, e -3 constante nos Oleos de linhaca, peixe e arroz (e, importante, no leite
materno). Na segunda década do século XX ja se sabia da existéncia de gorduras
essenciais, quando pesquisas mostraram a morte de animais submetidos a dietas
pobres em lipidios, com tal efeito revertido pela adicdo de manteiga a racdao (ARON,
1918). Quando a dieta pobre em lipidios é utilizada em ratos recém-desmamados, 0
crescimento cessa em algumas semanas, 0 peso estaciona em cinco meses e 0S
animais morrem em outros trés a quatro meses (POMPEIA, 2002). O &cido linoleico
(acido cis-9-cis-12-octadecadiendico), representante parental da classe -6, tem sua
essencialidade reconhecida desde a década de 20 do século passado quando
trabalhos descreveram a sindrome da auséncia de acido linoleico em ratos (BURR,;
BURR, 1929; Idem, 1930): descamacdo anormal da pele, engrossamento e



tumefacdo da cauda que evolui para a necrose, edema nas patas traseiras, perda de
pélo, aparecimento de feridas, deformacéo renal, hematuria, parada de crescimento
do animal, distarbios de ovulagéo, infertilidade masculina, alto consumo de &agua,
alta permeabilidade da pele, metabolismo aumentado e alto quociente respiratorio
dentre outros sintomas que culminavam com a morte do rato, e que podiam ser
revertidos pela adicdo a dieta de banha de porco, 6leo de milho e 6leo de linhaga,
ricos em »-6 (MEAD et al., 1986). Sintomas e sinais dérmicos semelhantes aqueles
verificados em ratos foram observados em criancas recém-nascidos submetidas a
dieta fundamentada em leite desnatado, e que eram revertidos com o uso de leite
integral (HENSEN et al., 1958). O acumulo de evidéncias em trabalhos cientificos e
em observacdes clinicas da necessidade de AG -6 culminou com a aprovacéo, em
1982, pela FDA (Food and Drug Administration, U.S.A.) da suplementacdo das
dietas com PUFA -6 emulsificados (POMPEIA, 2002). Pesquisas com dietas
depletadas de PUFA atestam que os efeitos da deficiéncia podem ser revertidos ndo
s6 pelo acido araquiddnico (20:4w-6) e seus precursores diretos, os acidos linoleico
e linolénico, mas também por alguns PUFA de 17 carbonos, além do acido
columbinico, que pode ser convertido em leucotrienos (LT), mas ndo em
prostaglandinas. Assim, a essencialidade dos PUFA ®»-6 deve ser atribuida ao
metabolismo via lipoxigenase (LEWKOWITSH, 1975; BERGSTROM, 1981; MEAD et
al., 1986; GURR; HARWOOD, 1991). Por outro lado, experimentos com dietas
pobres em lipidios para ratos recém-desmamados mostram que a suplementacao
com AG da classe -3 reverteu somente a parada no crescimento, ndo mostrando
efeito sobre a dermatite, alteracdes metabdlicas e reprodutivas, sugerindo a nao
intercambialidade dos AGE no que se refere a classe (MEAD et al., 1986; INNIS,
1991), que ratifica, assim, o ja assinalado antes: o &cido linolénico (&cido cis-9-cis-
12-cis-15-octadecatriendico), representante parental da classe ®»-3, ndo supre a
caréncia da classe w-6. Estudos clinicos mostraram que pacientes com a sindrome
de deficiéncia de o-3 tém alteracdo de comportamento, variagées do humor, prejuizo
no aprendizado e no sono (INNIS, 1991; HOLMAN, 1998; GIBSON; MAKRIDES,
2000). Mais ainda: verificou-se que os PUFA ®-3 s&o importantes no
desenvolvimento do sistema nervoso central (embriogénese e infancia) e na
fisiologia do mesmo, pois tanto animais como criancas submetidas a dietas pobres

em -3 apresentam alteracfes na capacidade de aprendizagem, menor acuidade



visual, alteracBes nos eletroretinogramas, diminuicdo na tolerancia ao etanol e a
anestésicos, e aumento na mortalidade a neurotoxina trietiltina (GIBSON;
MAKRIDES, 2000; INNIS, 2000). H& praticamente uma unanimidade entre o0s
autores em salientar que a principal fase em que ha necessidade de PUFA ®-3 na
dieta é quando h& desenvolvimento rapido do cérebro (INNIS, 1991), o que
evidentemente depende da espécie: em humanos, ocorre do terceiro trimestre da
gravidez até um ano e meio apds o nascimento, enquanto que, em ratos, comeca
imediatamente ap6s o nascimento e continua até dez dias de idade (POMPEIA,
2002). Ha correntes de cientistas defensores de que a presenca dos PUFA ®-3 na
dieta é tdo importante para o desenvolvimento do sistema nervoso central, que a
espécie humana somente teria desenvolvido sua inteligéncia quando migrou para o
litoral, onde teria passado a alimentar-se de frutos do mar, ricos em ®-3,
principalmente do acido docosaexaendico (CRAWFORD et al., 1999; POMPEIA,
2002).

Os AGE existem porgue os mamiferos carecem de enzimas dessaturases que
conseguem inserir insaturagdes entre os carbonos 3-4 e 6-7 da sua porc¢éo terminal
(POMPEIA, 2002). Tais dessaturases estdo presentes no reino vegetal e assim, os
AGE devem ser necessariamente obtidos na dieta, diretamente do consumo de
vegetais ou, de forma indireta, pela ingesta de animais que consumiram 0s vegetais.

Cabe ressaltar, portanto: (i) os AG »-3 permanecem »-3 ao longo de todas as
possiveis modificacdes no organismo do mamifero, 0 mesmo ocorrendo com o AGE
»-6. Isto é: um -6 ndo pode ser bioconvertido em -3, nem vice-versa; (ii) ha duas
familias de AGE, os »-6 e 0s ®-3, cada uma associada a uma sindrome diferente
quando da caréncia de AG da respectiva familia; (iii) a deficiéncia de AG ®-6 ndo
pode ser revertida pela adicdo de AG -3, nem vice-versa; (iv) dentro de cada
familia de AGE, é possivel a conversao biolégica entre os membros pela elongacéo
da cadeia e/ou insercao de insaturagdo na sua porcao carboxi-terminal (por este
motivo, a sindrome de deficiéncia de AG w-6 pode ser revertida tanto pela adicdo do
acido linoleico, como pelos acidos y-linolénico ou araquidénico, e de forma
semelhante, deficiéncia de AG ®-3 pode ser revertida pela adicdo de acido a-
linolénico, eicosapentaendico (EPA) ou docosahexaendico (DHA); (v) ndo ha um
Unico &cido graxo particularmente essencial, mas sim duas classes de AGE, sendo

necessario suprir, via dieta, pelo menos um membro de cada classe; (vi) as



dessaturases presentes nos mamiferos, capazes de gerar insaturagdes na porgao
carboxi-terminal, tém acéo preferencial sobre 0os AG ®»-3, depois -6 e, por ultimo, ®-
9 (POMPEIA, 2002); (vii) na deficiéncia de PUFA ©-3 e »-6, ha como conseqiiéncia
um acumulo de um AGPI ®»-9, o acido 5,8,11-eicosatrienoico (mead acid) que
geralmente ndo € encontrado no organismo e € utilizado no diagnostico de
deficiéncia de AGE (RIECKEHOFFE; HOLMAN; BURR, 1949). Os aportes diarios
dos PUFA ®-3 e »-6 a ratos submetidos a hepatectomia parcial a Higgins-Anderson
foram, na presente pesquisa, investigados no que se refere a regeneracdo hepética
e ao estresse oxidativo. As outras duas drogas também avaliadas foram a ternatina
e o dimetilsulfoxido.

Um grande volume de pesquisas, oriundas principalmente da UFC, mostram
que a ternatina (TRT), 4’-5-dihidroxi-3,3’,7,8-tetrametoxiflavona (ANEXO D), um
bioflafondide isolado dos botdes das flores secas da Macela da Terra (LIMA et al.,
1966), tem propriedades anti-peroxidativas (SOUZA et al., 1997) e hepatoprotetoras
(RAO et al., 1994).

Egletes viscosa L. (Asteraceae), conhecida popularmente como Macela da
Terra, € uma pequena planta empiricamente medicinal abundante e muito utilizada
no nordeste do Brasil. Chéas e infusdes preparadas de suas sementes, e até de suas
flores, sdo comumente empregadas em medicina popular para tratamento de
gastrites, colicas intestinais e disturbios hepéticos (BRAGA, 1960). Os flavonadides,
responsaveis em parte pelo aspecto colorido das folhas e flores, sdo compostos
polifendlicos, naturais, de baixo peso molecular, largamente distribuidos no reino
vegetal, e que possuem um amplo espectro de acles bioldgicas e farmacologicas
(FERRIOLA et al., 1989), com propriedades antioxidantes e capacidade de inibir a
peroxidacao lipidica (CHOLBI et al.,, 1991; GALVEZ et al., 1995; UBEDA et al.,
1995). As pesquisas também acusam que a TRT tem propriedades antianafilaticas
(SOUZA, 1994), anti-inflamatorias (SOUZA et al., 1992), protege o figado da
hepatotoxicidade causada pelo acetaminofen (SOUZA et al., 1998) e os estudos sao
praticamente unanimes em fortemente sugerir que seus efeitos biofarmacoldgicos
sdo consequéncias de sua propriedade “limpadora” de radicais livres e de suas
acbes antioxidantes e antiperoxidativas (SOUZA et al., 1997; idem, 1999). E
também conhecida como losna-do-mato (Minas Gerais), macela-do-campo (Paraiba)

e botancella (Peru). E a Gnica erva silvestre comumente encontrada as margens das



lagoas, acudes e cursos d’agua (SOUZA, 1994). Seus capitulos florais (conjunto de
flores e sementes) sdo também conhecidos como cabecinhas e aparecem 1 a 3
meses apls a estagdo chuvosa (MATOS, 1990) e sdo estas cabecinhas, muitas
vezes, que sao utilizadas na medicina popular.

O dimetilsulfoxido (DMSO) é um liquido orgéanico, limpido, incolor, ligeiramente
oleoso, sem odor em sua forma pura, descoberto em torno de 1867 quando da
preparacao da polpa de madeira utilizada pelos fabricantes de papel (BANNISTER
et al., 1987). E um composto derivado da lignina, substancia responsavel pela
rigidez das células vegetais. Sem utilizacdo especifica até a Segunda Grande
Guerra, seu uso como solvente industrial e comercial se intensificou marcadamente
no pos-guerra e, em 1961 foi utilizado, como farmaco, pela primeira vez, por Stanley
W. Jacob, coordenador do programa de transplantes de érgaos da Oregon Health
Sciences University (Portland, USA), ao pesquisar a potencialidade deste solvente
na preservacao de orgaos (JACOB; HERSCHLER, 1983). Sua molécula, C;HsSO
(ANEXO D), é anfipatica com grande dominio polar e a presenca de dois grupos
metil, apolares, resulta em solubilidade tanto em meio agquoso como em meios
organicos (SANTOS et al., 2003), tendo a capacidade de penetrar, com extrema
facilidade, em 6rgédos, tecidos e membranas, inclusive celulares e intracelulares
(DENKO et al., 1967; RAMMIER; ZAFFARONI, 1967; KOLB et al., 1967; CONOVER,
1975; GHOSH et al., 1976; SCHLAFER et al., 1982; SZMANT, 2004), propriedade
gue se deve essencialmente a esta sua natureza polar, o0 pequeno tamanho de sua
molécula (ANEXO D) e sua compactada estrutura polimolecular (SZMANT, 2004).
Trabalhos atestam que DMSO rapidamente se distribui, ap0s injecao intraperitoneal,
em todos os 6rgédos e tecidos (KOLB et al., 1967) e possui intensa acao antioxidante
via sequestro de radicais livres (ASHWOOD-SMITH, 1967; MATSUMOTO, 1967;
PANGANAMALA et al., 1976; Del MAESTRO et al.,1980; SANTOS; TIPPING, 1994;
BRUCK et al.,2001; KOKSAL et al., 2003). Cabe notar que DMSO néao é isento de
efeitos colaterais: mesmo administrado em pequenas doses, pode produzir efeitos
toxicos no figado, e se utilizado em altas doses podera induzir infiltragcdo gordurosa
hepatica (MATHEW et al., 1980).

Em animais saudaveis, sob condi¢des fisioldgicas, a manutencdo dos
niveis de glicose no sangue depende completamente do figado, exceto
evidentemente durante a absorcdo de carboidratos da dieta (OCKNER, 1985). A

manutencado da glicemia em niveis homeostaticos ocorre por conta de um sistema



regulador hormonal sensivel e preciso onde 0s principais integrantes sao
representados, de um lado, pela insulina (agente hipoglicemiante) e do outro, pelos
hormdnios adrenocorticais adrenalina e glucagon (agentes hiperglicemiantes). Tal
sistema informa ao figado a decisdo a tomar em cada situacdo. Dois mecanismos
distintos estdo envolvidos nesta decisdo: glicogendlise e gliconeogénese. No
primeiro, glicose € liberada a partir do glicogénio hepatico pela enzima fosforilase,
ocorréncia que é estimulada por uma série de eventos iniciados pela interagdo do
glucagon ou da epinefrina com receptores celulares especificos da superficie celular.
Insulina, ao contrario, estimula a incorporacao de glicose em glicogénio hepatico. O
glicogénio hepatico estocado, normalmente, é suficiente para manter a glicemia, na
auséncia de carboidrato exdgeno, por somente em torno de 24h; a partir dai, a
manutencdo da glicemia (em estado de jejum) depende inteiramente da
gliconeogénese hepdtica, isto €, da sintese de glicose de novo, a partir de lactato,
piruvato e aminodcidos. Gliconeogénese € estimulada por glucagon e epinefrina e
inibida por insulina. Nos periodos de aporte alimentar, a producdo de glicose
(gliconeogénese e glicogendlise) € minima. Em vez disto, glicose da dieta ou é
estocada como glicogénio ou é convertida a acidos graxos (lipogénese), a maior
parte secretada pelo figado na forma de lipoproteinas ricas em triglicérides e
destinado a ser estocado no tecido adiposo. No estado de jejum, 0 processo se
inverte: o relativo excesso de glucagon em relagéo a insulina favorece o consumo de
energia em vez de estocagem energética. Em resumo, o figado funcionante normal
responde a um meio hormonal e nutricional continuamente diverso. A mensuragao
da glicemia, portanto, quando o Unico 6rgao injuriado foi o figado, € uma medida da
capacidade hepética em manter o metabolismo orgéanico sistémico.

A bilirrubina formada no organismo € um pigmento do catabolismo do
grupamento Heme da hemoglobina, da mioglobina e de muitas outras enzimas
respiratorias, incluindo os citocromos (BILLING, 1972) mas principalmente apés a
destruicdo (normal ou patoldgica) das hemacias. Sua producdo ocorre nas células
reticuloendoteliais principalmente do figado e do baco (BILLING; JANSEN, 1971).
Em um primeiro momento, o Heme é convertido em biliverdina por acdo da enzima
hemeoxigenase microssomica (TENHUNEN et al., 1969) que, entdo, sob acdo da
biliverdina-redutase, é transformada em bilirrubina “livre”, a qual é praticamente
insolivel em agua e € transportada para a corrente sanguinea ligada a albumina
(GORESKY; BACH, 1970). No hepatdcito, a bilirrubina desprende-se da albumina e



liga-se a proteina Y (também chamada de ligandina) ou a proteina Z (SHERLOCK,
1978). No reticulo endoplasmatico liso do hepatdcito, a bilirrubina livre (que € néo
polar e soltivel em lipidios) conjuga-se com o &cido glicurénico pela agdo da enzima
UDP-glicoronil-transferase transformando-se em um composto polar (solivel em
meio aquoso) chamado de bilirrubina conjugada (diglicuronato de bilirrubina) que
entdo pode ser facilmente excretada (eliminada pela bile). (SCHMID, 1972;
KAPLAN, 1987). Alteracbes na concentragdo sérica de bilirrubina sérica refletem
disfuncdo em seu metabolismo, em sua enorme maioria ligada a enfermidades
hepaticas (GORESKY; BACH, 1970).

As aminotransferases sdo enzimas que catalisam a transferéncia reversivel de
um grupo a-amino de um aminoacido para um a-cetoacido, com formacéo de novos
a-aminos e a-cetoacidos (ELLMAN et al, 1961). A sintese da alanina
aminotransferase  (transaminase  glutamico-pirdvica, TGP, ALT) ocorre
principalmente no figado, rim e musculo cardiaco. E uma enzima intracelular, com
localizacdo exclusivamente citoplasmatica (PICINATO et al., 1998), com presenca
no soro em baixas concentracdes (KAPLAN, 1987). Niveis séricos elevados de TGP
estdo associados a comprometimento celular agudo (SOUZA et al., 1990). A
presente pesquisa utilizou-se das mensuracfes séricas de glicose (Gli), bilirrubina
total (BT) e transaminase glutamico-piravica (TGP) para aquilatar, ao mesmo tempo,
a possivel manutencdo da homeostase organica figado-dependente e o disturbio
fisiohepatico apds hepatectomia parcial em ratos.

Considerada como um dos componentes mais importantes do sistema
defensivo antioxidante das células, a glutationa (GSH) (FANG; YANG; WU, 2002)
esta presente em humanos, animais, plantas e bactérias aerObias em altas
concentracbes (KOHEN; NISKA, 2002) e é abundante (3 a 10 mM) tanto no
citoplasma, como no ndcleo e na mitocondria, tornando alta a probabilidade que
espécies reativas de oxigénio sejam eliminados pela reacdo com GSH antes que
possam iniciar os efeitos danosos (JONES et al., 1981). No plasma e em outros
fluidos corporais sdo encontrados apenas tracos da GSH (VANNUCCHI et al.,1998)
exceto nos fluidos dos trato respiratorio inferior, onde sua fungdo parece ser
neutralizar as toxinas inaladas e os radicais livres produzidos pela ativacdo dos
macrofagos pulmonares (SLADE et al.,1993). Na verdade, glutationa, o maior
constituinte antioxidante sollvel nos compartimentos intracelulares (STOREY, 1996),

€ um termo coletivo para se referir ao tripeptideo L-gama-glutamil-L-cisteinilglicina



tanto em sua forma reduzida GSH, que é um mondmero, como de sua forma
dimérica GSSH chamada de glutationa oxidada (ou diglutationa ou ainda dissulfeto
de glutationa). A acdo antioxidante da GSH é facilitada pelo grupo sufidril da cisteina
(RENNENBERG, 1982) e, na oxidacédo, o enxofre forma o radical tiol que reage com
uma segunda glutationa oxidada formando a ligacdo dissulfidica (GS-SG). Séo
varias as maneiras que a glutationa pode trabalhar como antioxidante: pode reagir
quimicamente, por exemplo, com oxigénio singlete, com o superéxido e com 0s
radicais hidroxilas, funcionando assim como um varredor de radicais livres em sua
forma direta, e pode estabilizar as estruturas das membranas pela remocéo dos acil-
peréxidos formados pela LPO (PRICE et al., 1990) . Além disto, GSH é o agente
redutor que recicla o 4cido ascorbico de sua forma oxidada para sua forma reduzida
pela enzima dehidroascorbato redutase (LOEWUS, 1988). Mais ainda: GHS pode
reduzir o dehidroascorbato por um mecanismo nao-enzimatico em pH>7 e
concentracdo de GSH > 1 mM (FOYER; HALLIWELL, 1976). E, independente de
suas ag¢des antioxidantes, a GHS atua de modo direto ou indireto em muitos outros
processos biolégicos de suma importancia dentre os quais estdo a sintese de
proteinas, o metabolismo, a desintoxicacdo por xenobioticos, 0s sinais de
transduccao, a expressao genética e a apoptose (CHANCE et al., 1979; MEISTER;
ANDERSON, 1983; FRIDOVICH, 1986; FANG; YANG; WU, 2002). GSH nao € um
nutriente essencial visto que € sintetizada no figado a partir dos aminoéacidos
glutamato, cisteina e glicina (SIES, 1999) e, sob condi¢Ges fisioldgicas, o consumo
de GSH tem taxa determinada pela sua utilizacdo nos processos de detoxificacao
(MEISTER, 1989). Baixas concentracdes de GSH tém sido reportadas em algumas
enfermidades, como a AIDS, e estdo geralmente associadas a um maior risco de
estresse oxidativo e da ocorréncia de infec¢des oportunisticas (JORDAO JUNIOR et
al., 1998).

A HP gerando o fenbmeno da regeneracdo hepatica, além de se constituir um
trauma per se, 0 que ja altera o metabolismo lipidico via uma acelerada lipdlise,
induz um estresse oxidativo que, de conformidade como sugerem as pesquisas, se
constitui em fator incluso na enorme gama de fatores indutores, determinantes e
influenciadores da regeneracao, via peroxidacao lipidica (SCHIAFFONATI; TIBERIO,
1997; RONCO et al., 2002; TREJO-SOLIS et al.,, 2003; OK et al., 2003). Este
trabalho objetivou investigar, estudar e avaliar o estresse oxidativo e a manutencéo

do metabolismo hepatico sob o processo de regeneracdo, bem como a propria



regeneracao, na existéncia de aportes isolados de ternatina, do dimetilsulféxido e

dos acidos graxos poliinsaturados -3 e ®»-6.

2 OBJETIVO

Estudar os efeitos dos acidos graxos poliinsaturados -6 e w-3, da ternatina e
do dimetilsulféxido sobre o estresse oxidativo e a regeneracdo hepatica em ratos

machos Wistar submetidos a hepatectomia parcial a Higgins-Anderson.



3 METODO

3.1 AAMOSTRA

Foram utilizados 108 ratos machos, jovens (idade 70+10 dias),
(Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia) da linhagem Wistar, com peso
médio de 147,71g (APENDICE A), provenientes do Biotério Central da UFC e
albergados, para a pesquisa, no biotério do Laboratério de Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da UFC em gaiolas de
prolipropileno com tampa em grade de aco inoxidavel e piso forrado com
maravalhas, deixando aproximadamente 250 cm2 de area livre. Os animais foram
mantidos em ciclos circadianos de claro/escuro, com 12 horas de luz de baixa
intensidade e 12 horas de escuriddo, tanto antes como apds os procedimentos
cirdrgicos e por todo o periodo do estudo. As gaiolas foram higienizadas e os
animais examinados cotidianamente. A temperatura ambiente foi mantida entre 18 e
27°C, a umidade relativa do ar entre 40 e 70% e foi livre 0 acesso a 4gua e a racao
balanceada propria 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 — Sao Paulo).
A pesquisa foi realizada de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal obedecendo as normas do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovada pela Comissdo de Etica em

Pesquisa Animal (CEPA) da UFC sob o nimero protocolar 14/06 em 11 de Agosto

de 2006 (ANEXO A).

3.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental, controlado e comparativo
entre diferentes grupos de ratos machos Wistar submetidos a hepatectomia parcial a
Higgins-Anderson (FIGURA 02) onde os grupos testes foram submetidos a

administracao intra-peritoneal (i.p.) diaria pés-hepatectomia por 14 dias de ternatina



(TRT), dimetilsulfoxido (DMSO) e dos PUFA ®-3 e w-6. O aporte destas substancias
visou avaliar seus efeitos sobre o estresse oxidativo, a regeneracdao hepatica e a
manutencado do metabolismo hepatico enquanto em processo regenerativo.

Os 108 animais foram distribuidos ao acaso em 06 (seis) grupos
de 18 ratos. O grupo G1 foi o grupo controle da pesquisa: os animais foram
submetidos, no tempo TO, a laparotomia, manipulacdo do figado e de visceras
(idéntico ao que é feito quando se propde a realizar a HP) por 5 a 8 minutos (tempo
semelhante ao da HP, quando realizada) e, em seguida, realizada a sintese da
parede abdominal. Os animais deste grupo n&o foram hepatectomizados nem
submetidos a administracdo de qualquer substancia. Em cada um dos tempos
T1(36h), T2(168h) e T3(336h) pods-laparotomia, 06 (seis) ratos deste grupo,
escolhidos ao acaso, foram anestesiados e submetidos a relaparotomia, a coleta de
sangue por puncdo da veia cava abdominal sob visdo direta e, em seguida, a
hepatectomia total (HT). (FIGURA 03). O figado foi entdo pesado em balanca de
precisdo, separado em duas por¢cdes (lobos anteriores e posteriores), e os lobos
anteriores (mediano e lateral E.) pesados e congelados a —78°C para exames e
estudos. O sangue, coletado em dois tubos de ensaio, um para as avaliagcdes de
transaminase glutamico-piravica (TGP), glicose (Gli) e bilirrubina total (BT), e 0 outro
para a mensuracdo do estresse oxidativo — dosagens das substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) e da glutationa (GSH).

O grupo G2 serviu de grupo controle das drogas administradas
NOs outros grupos: os animais foram submetidos a HP no tempo TO e submetidos a
infusdo de soro fisiolégico a 0,9% (SF, salina). Os grupos testes G3, G4, G5 e G6
foram, tal como no G2, submetidos a hepatectomia parcial a Higgins-Anderson no
tempo TO e, logo ap6s a HP, iniciou-se a infusdo intraperitoneal (i.p.) diaria da
respectiva droga de cada grupo: ®-3 no G3, TRT no G4, DMSO no G5 e »-6 no G6.
O desenho da pesquisa, em todos os grupos exceto no G1, foi HP no tempo TO,
coleta de sangue e hepatectomia complementar (HC) dos lobos posteriores em um
lote de 6 (seis) ratos escolhidos ao acaso, em cada um dos tempos T1 (36h),
T2(168h) e T3 (336h) (FIGURA 04).
No tempo TO, logo antes da intervencdo cirdrgica, os animais de cada
grupo foram pesados individualmente, dado importante para os calculos das

dosagens das drogas ministradas, todas por rota intraperitoneal (i.p.). Todos os ratos



permaneceram com livre acesso a agua e a alimentacdo propria para a espécie até

o momento do procedimento cirdrgico.
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FIGURA O3. Desenho da Pesquisa no Grupo G1 (Controle)

Laparotomia no tempo TO, coleta de sangue e hepatectomia total em T1, T2 e T3
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FIGURA 04. Desenho da Pesquisa em cada Grupo, exceto G1.

Hepatectomia Parcial a Higgins-Anderson no tempo TO, coleta de sangue e

hepatectomia complementar dos lobos restantes nos tempos T1, T2 e T3.

3.3 DROGAS UTILIZADAS
As drogas utilizadas na pesquisa foram solucéo fisiolégica, ternatina,

dimetilsulféxido e os acidos graxos poliinsaturados ®-3 e ®-6, cujas caracteristicas

seguem abaixo:

3.3.1 Solucao Fisioldgica a 0,9% (SF)



3.3.2

3.3.3

3.34

Solucdo salina a 0,9% - Fabricante: Quimica Farmacéutica Gaspar Viana
(Fortaleza, CE — Brasil). Composicdo por 100 mL: Cloreto de Sédio 0,99 +
Agua purificada g.s.p. 100 mL.

Omegaven® (m-3)

Forma farmacéutica: Emulsdo de o6leo de peixe altamente refinado para
infusdo (10g/100mL). Fabricante: Fresenius Kabi Austria GmbH — Austria.
Composicdo em 100 mL: acido eicosapentaendico (EPA) 1,25-2,8 g; acido
docosahexaendico (DHA) 1,44-3,09 g; acido miristico 0,1-0,6 g; acido
palmitico 0,25-1,0 g; acido palmitoleico 0,3-0,9g; acido estearico 0,05-0,2 g;
acido oléico 0,6-1,3 g; acido linoleico 0,1-0,7 g; acido linolénico < 0,2g; acido
octadecatetraendico 0,05-0,4 g; acido eicosaendico 0,05-0,3 g; acido
araquidénico 0,1-0,4g; acido docosaendico < 0,15g; acido docosapentaendico
0,15-0,45 g; dl-a-tocoferol 0,015-0,0296g;glicerol 2,5g; Fosfatideo de ovo
purificado 1,2g.

Total de Energia: 470 kJ/100 mL = 112 kcal/100 mL. Valor de pH: 7,5-8,7
Acidez de Titulacdo: < 1 mmol HCI/L. Osmolaridade: 273 mOsm/L
Osmolalidade: 308-376 mOsm/kg

Lipovenos® (w-6)

Forma farmacéutica: Emulsao lipidica homogénea de 6leo de soja, glicerol e
lecitina de ovo para infusdo. Fabricante: Fresenius Kabi Austria GmbH —
Austria. Composicdo em 1000 mL: Oleo de soja purificado 200g/L; glicerol
25¢/L; fosfolipidio de ovo 12g/L; oleato de sédio 0,3g/L; agua injetavel g.s.p.
1000 mL; Conteudo energético: 8400 kJ/L = 2000 kcal/L.

Valor de pH: 6,5-8,7. Osmolaridade: 273 mOsm/L

Dimetilsulfoxido (DMSO)
Composto organico contendo enxofre, liquido a temperatura ambiente,

incolor, limpido, basicamente sem odor, solivel em uma enorme gama de

solventes organicos tais como élcoois, ésteres, cetonas e hidrocarbonetos



3.35

3.3.6

aromaticos. Fabricante: Cromato Produtos Quimicos Ltda (Diadema,SP-
Brasil). Pureza: 99%. Peso molecular: 78,13. Densidade: 1,1004 g/cm3.
Cada mL do liquido contém 1,10g de DMSO. Nomes usuais: DMSO,
metilsulfinilmetano, sulfinilbismetano, sulféxido de dimetil. Férmula molecular:
C,HsSO (ANEXO D). Aparéncia/Estado Fisico: Liquido claro e incolor.
Solubilidade: em &gua, etanol, benzeno e cloroférmio. Ponto de Fus&o:
18,5°C (292°K). Ponto de Ebulicdo: 189°C (462°K). Viscosidade: 1,996 cP a
20°C. Momento Dipolar: 3,96 D.

Ternatina (TRT)

A ternatina, 5-4’-dihidroxi-3,7,8,3-tetrametoxiflavona  (ANEXO D), a
temperatura ambiente, € um po6 sélido, amarelo, isolado dos botbes das flores
secas da Macela da Terra (LIMA et al.,,1966), uma pequena planta
empiricamente medicinal e abundante no nordeste do Brasil. Tem peso
molecular 374 (SOUZA, 1994) e foi isolada, pela primeira vez, em 1966 (LIMA
et al., 1966). A TRT utilizada na pesquisa foi extraida, isolada e purificada
pelo Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica Organica
e Inorganica do Centro de Ciéncias da UFC e certificada pelo CENAREMN —
Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da
UFC (Fortaleza,CE-Brasil), sob a coordenacédo e responsabilidade do Prof.
Edilberto Rocha Silveira. Cem miligramas de TRT, em forma de pd puro,

foram diluidos em 100 mL de dimetilsulféxido a 3%.

Dosagens Utilizadas

A dose diaria (d.d.) de SF usada nos animais do G2 foi de 1,0 mL/kg ou seja,
0,1 mL/100mg do rato. No que se refere a »-3, Omegaven® 10% foi utilizada
na d.d. de 0,1g/kg, isto €, 10mg/100g do animal. Desde que h& 10g em cada
100mL, a dosagem usada foi 0,1mL/100g do animal. Lipovenos® (»-6) a 20%
foi diluido para ficar a 10% e, entdo, ser utilizado a mesma dosagem:
0,1mL/100g do animal. O dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado como solugéo

aquosa a 3%, obtida v:v pela juncdo de 97mL de SF a 0,9% com 3mL de



DMSO puro. Cada mL da solucéo resultante continha 3,3mg de DMSO e a
d.d. utilizada foi de 0,1mL para cada 100mg do rato. A ternatina (TRT), por
nao apresentar hidrossolubilidade, foi utilizada como uma solugdo em
dimetilsulféxido: utilizando-se uma balanca analitica de preciséo, isolaram-se
100mg de TRT e 3mL de DMSO puro foram cuidadosamente sendo
adicionados e macerados com o pistilo até a obtencdo de uma mistura
uniforme. A seguir, lentamente foram sendo acrescentados mais 97mL de SF
a 0,9%, resultando uma solucéo de TRT a 0,1% (0,1 g de TRT em 100mL de
DMSO a 3%). Esta solucao foi administrada na d.d. de 0,1mL/100g do rato
(FIGURA 05). Todas as solucbes utilizadas na pesquisa foram agitadas
durante meio minuto, imediatamente antes da infusdo no animal, com a
finalidade de manter a homogeneidade do liquido infundido.

Todas as drogas foram infundidas pela via intraperitoneal (i.p.) (a
FIGURA 07 mostra a administracao da primeira dose, pés-HP, ainda com o
animal anestesiado) e foram diluidas para a administragcdo de 0,1 mL para
100g do animal.

Para cada 1009 do animal:
GRUPO DROGA d.d. (mL) Massa Infundida (mg)
G2 SF 0,1 0,9
G3 ®-3 0,1 10
G4 TRT 0,1 0,1
G5 DMSO 0,1 0,3
G6 ®-6 0,1 10

FIGURA 05. Dosagem diaria utilizada em cada grupo.

3.4 A INTERVENCAO CIRURGICA



Os ratos foram preparados para as intervencdes cirdrgicas sob anestesia por
inalacdo de vapores de éter dietilico, sem intubacédo traqueal e sem o emprego de
suporte ventilatério. A inducdo anestésica consistiu em alojar o animal em capanula
de acrilico juntamente com um chumaco de algoddo embebido de éter dietilico. Uma
vez alcancado o nivel adequado de narcose, o animal foi retirado da capanula e
posicionado em decubito dorsal, com imobilizacdo sobre uma superficie plana de
madeira com cobertura de pano via aposicdo de micropore nas quatro patas em
extensdo. A seqguir, foram epilados e submetidos a antissepsia com
polivinilpirrolidona-iodo, colocacdo do campo operatério (de papel, descartavel) e a
laparotomia foi realizada via incisdo transversa obliqgua subcostal bilateral com
concavidade caudal (Incisdo de Kocher Bilateral) com aproximadamente 4cm de
extensdo. A anestesia foi mantida com méscara contendo ar ambiente e éter dietilico
em chumaco de algoddo, com o nivel anestésico monitorizado por parametros
clinicos dentre os quais frequéncia respiratoria, a profundidade e as caracteristicas
do movimentos respiratorios, ocorréncia de abalos musculares e distarbios taqui ou
bradicardicos. Nos periodos de 36h, 168h e 336h posteriores a HP, lotes de 06
(seis) animais de cada grupo foram submetidos a relaparotomia, com ressecc¢ao do
restante do figado e colheita de sangue por puncdo a céu aberto da veia cava
abdominal e entdo sacrificados mediante dose inalatoria letal de éter dietilico. Os
aportes de emulsdes lipidicas ricas em ®-6 € ®»-3, bem como de TRT, DMSO e
salina foram iniciados logo apds a hepatectomia parcial, todos administrados via
intraperitonialmente (i.p.), no mesmo sitio (quadrante inferior esquerdo do abdome),
com as mesmas técnicas e volumes (FIGURA 07).

A hepatectomia parcial realizada foi a classica descrita por Higgins e
Anderson em 1931: ressec¢cdo de aproximadamente 70% da massa hepética,
realizada sob intervencdo aberta, com a retirada dos lobos anteriores do figado,
mais precisamente dos lobos lateral esquerdo e mediano (FIGURA 02 e FIGURA
06), deixando o0s lobos caudato e lateral direito, que correspondem
aproximadamente a, respectivamente, 9% e 24% do peso do 6rgdo (HIGGINS;
ANDERSON, 1931)

Apo6s a abertura da parede abdominal, identificou-se o figado e seus lobos,
realizou-se a resseccao do ligamentum teres hepatis e, em seguida, ligadura com fio
de algodao zero do pediculo hepatico composto pela veia porta, artéria hepatica e
via biliar, acima dos lobos posteriores (caudato e lateral direito) (FIGURA 02). A
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oclusdo da triade portal no local descrito € confirmada no trans-operatério pela
presenca de palidez significativa nos lobos mediano e lateral esquerdo, ao mesmo
tempo que o restante da massa hepatica preserva a coloracdo habitual. A seguir, foi
feita a seccdo da triade e a resseccdo, em bloco, dos lobos anteriores, resultando
em uma hepatectomia parcial a 2/3 — hepatectomia classica ou hepatectomia a
Higgins-Anderson (FIGURA 02 e FIGURA 06). A seguir, com as algas intestinais
afastadas lateralmente, procedeu-se a colheita do sangue da veia cava por puncao
em sentido céfalo-caudal a 45° com agulha hipodérmica 25x7 (0,7mm x 25mm,
22Gx1”, NIPRO®, Sorocaba-SP) acoplada em seringa de 5mL (BD Plastiplak®,
Curitiba-PR). Realizadas as revisfes da cavidade abdominal e da hemostasia, o
bloco ressecado foi pesado e procedeu-se a sintese via laparorrafia em dois planos
de sutura, o primeiro peritdbnio-muasculo-aponeurético com chuleio continuo simples
de categute 4.0 e o segundo, o da pele, com pontos separados usando fio de
algodéao 2.0.

Em seguida, ainda com o animal anestesiado, foi injetada a primeira
dose da droga, intraperitonealmente no quadrante inferior E. do abdome (FIGURA
07) e, entdo, o animal foi deixado acordar pela suspensao do anestésico inalatorio,
permanecendo isolado em gaiola, com a oferta de agua. A primeira infusédo
intraperitoneal de cada droga, portanto, foi realizada imediatamente apés a sintese
da hepatectomia parcial, ainda com o rato sob efeito anestésico; todas as outras
infusBes diarias das drogas foram levadas a efeito no mesmo quadrante inferior E.
do abdome mas sem que o animal recebesse qualquer substancia anestésica (local

ou Nnao).



FIGURA 06. Rato submetido a Hepatectomia Parcial a Higgins-Anderson
Rato submetido a hepatectomia dos lobos anteriores (mediano e lateral E.) via laparotomia subcostal
bilateral com concavidade caudal a Kocher de aproximadamente 4cm de comprimento.

FIGURA 07. Injecao intraperitoneal da droga

Primeira infusao intraperitoneal da droga, logo apds a sintese pos-

HP,

ainda com o animal anestesiado.



3.5 METABOLITOS

Os metabdlitos escolhidos foram a glicose (Gli), a bilirrubina total (BT) e a
transaminase glutamico-piravica (TGP, ALT, transaminase de alanina) séricas
como avaliacdo do metabolismo hepatico enquanto sob regeneracdo hepdtica, e
TBARS (substéancias reativas ao &cido tiobarbitdrico) como medida da peroxidacéo
lipidica e o antioxidante GSH (Glutationa), no sangue e no figado
com o objetivo de avaliar o estresse oxidativo na regeneracdo hepatica sob aporte
de acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6, da ternatina e do dimetilsulféxido, e estudo
evolutivo da massa do figado residual pds-hepatectomia parcial como parametro da

regeneracao hepética (FIGURA 08).

ITEM AVALIADO SITIO
01. GLICOSE (GLI) = sangue
02. BILIRRUBINA TOTAL (BT) 2 sangue
03. TRANSAMINASE GLUTAMICO-PIRUVICA (TG P)® sangue
04. SUBSTANCIAS REATIVAS AO = sangue e figado
ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)
05. GLUTATIONA (GSH) = sangue e figado
06. EVOLUCAO PONDERAL = figado

FIGURA 08. Relacao dos Itens Avaliados

3.6 TECNICA LABORATORIAL

Nos trés lotes de cada grupo, cada um com 06 animais, com colheita de
sangue e sacrificados nos periodos ja acima especificados, 04 mL de sangue foram
colhidos da veia cava abdominal de cada animal através de uma seringa de 05mL

heparinizada e, apds a resseccao completa do figado, o mesmo foi entdo pesado em



balanca de precisdo, separado em duas porcdes, uma para estudo histolégico e
outra para o laboratorio de estresse oxidativo.

A avaliacdo da peroxidacao lipidica foi realizada por meio da rea¢cdo com o
acido tiobarbitarico (TBA), técnica pioneiramente descrita por Kohn e Liversedge em
1944 (CHIRICO, 1994), cujo objetivo é quantificar o aldeido malénico (MDA,
dialdeido maldnico, malondialdeido) que é formado durante aquela reacao
(VANNUCCHI et al., 1998), com o MDA derivado principalmente da peroxidacéo de
acidos graxos com trés ou mais insaturacdes e portanto um indicador de formacdes
de radicais livres (CURTI; UYEMURA,1998). A extracdo deste composto é realizada
utilizando um solvente organico (n-butanol), quando entdo € obtido a concentracéo
de MDA que representou as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).
Nesta pesquisa, o teor de TBARS foi quantificado pelo método de Uchiyama &
Mihara (UCHIYAMA; MIHARA, 1978), no qual a concentracdo de TBARS € expressa
em umol MDA/mg de tecido.

O MDA, sob aquecimento em meio acido, reage com o acido tiobarbiturico

(TBA) originando um composto cor de rosa ou vermelho claro. Utilizando os
reagentes Cloreto de Potassio 1,15%, Acido Tiobarbittrico 0,6%, Acido Fosférico 1%
e n-butanol, a amostra do tecido é removida, pesada e homogeneizada com KClI
1,15% gelado para obter um homogenato a 10% (solucédo acida) e, entdo, uma
aliquota de 0,5 mL é retirada de cada amostra e adiciona-se 3 mL de H3PO4 1% e
1mL da solucdo aquosa de TBA 0,6%. Os tubos sdo a seguir aquecidos por 45 min
em um banho de agua fervente, resfriados em um banho de gelo e, logo em
seguida, da adicdo de 4 mL de n-butanol. O contetudo foi submetido a agitacdo com
o auxilio de um vortex por um periodo de 40 segundos e centrifugada por 10min a
3.000 rotacbes por minuto (rpm). A absorbancia da camada orgéanica sobrenadante
(fase butandlica) foi medida em espectrofotdmetro Beckman® DU-640 (Fullerton,
California — USA) a 520 nm e 535 nm e a diferenca obtida nas duas leituras resulta
na concentragdo de TBARS, pela utilizacdo de regressao linear a partir de uma
curva padrdo pré-estabelecida (ANEXO B), com resultado expresso em pumol MDA/g
de tecido.

Para a determinacdo da glutationa (GSH), calculou-se o teor dos grupos
sulfidrilicos ndo protéicos pelo método de Sedlak & Lindsay (SEDLAK; LINDSAY,
1968) que € baseado na reacdo do 5-5'-ditiobis-2-acido nitrobenzéico (DTNB,
reagente de Ellman) com o tiol livre, dando origem a um dissulfeto misto mais acido
(2-nitro-5-tiobenzoico). Utilizando os reagentes Acido Etilenodiaminotetraacético
(EDTA), Acido Tricloroacético (ATC) 50%, Tamp&o TRIS 0,4M pH 8,9, DTNB 0,5M,
Metanol, GSH 1mg/mL e lembrando das reacdes

2 GSH + H,0, > GSSG + 2H;0



2 GSH + Acido Graxo-OOH - GSSG + Acido Graxo-OH + H,0
o tecido é removido, pesado e homogeneizado com EDTA 0,02M gelado para
preparar um homogenato a 10%, retiram-se 4mL de cada amostra e adicionam-se
3,2 mL de agua destilada e 0,8 mL de solu¢do aquosa de ATC 50%. Os tubos sao
entdo centrifugados em 3.000 rotagdes por minuto por 15 minutos e em seguida
retiram-se 2mL do sobrenadante e adiciona-se 4mL de TRIS 0,4mL (pH 8,9) e 0,1
mL de DTNB 0,01M. A mistura é agitada visando homogeneizacdo e, apés 5
minutos da adicdo do DNTB, as absorbéancias séo lidas no espectrofotobmetro a 412
nm. A concentracdo de GSH é finalmente obtida pela comparacdo do valor da
absorbancia com uma tabela padrdo de GSH previamente estipulada (ANEXO C)
com os resultados expressos em pg/mg de tecido.
A D-glicose foi determinada seguindo o método de Slein (1963) (apud

VASCONCELOS, 1987), onde:

(a) Reacéao auxiliar

Mg™
Glicose + ATP > Glicose-6-fosfato + ADP
(b) Reacéo indicadora
Glicose-6-fosfato-desidrogenase+Mg ™™
Glicose-6-fosfato + NADP* -  6-fosfogluconato +NADPH + H*

Com o pH=7,5 o equilibrio da reacao indicadora é desviado para a direita,
garantindo o término completo de ambas as reacoes, ja que a Glicose-6-fosfato
formada na reacdo auxiliar anterior € de imediato utilizada na reacdo seguinte.
Cabe observar que, mesmo sabendo que a hexoquinase catalisa a fosforilagao
de varios outros monossacarideos, a especificidade do ensaio repousa no fato
de que a glicose-6-fosfato-desidrogenase s6 reagir com a Glicose-6-fosfato, ndo
o fazendo com outras hexoses e pentoses (TORRES, 2002). A solu¢cdo-tampéao
para 0 ensaio, renovada para cada ensaio, foi composta de 20 mL de tampéo
TRIS 0,1M, pH=8,0; 2 mL de Cloreto de Magnésio 0,1M ; 2 mL de ATP 0,01M; 2
mL de NAD" 1% e 0,13 mL de Glicose-6-fosfato-desidrogenase (1mg/mL). Cada
cubeta tinha 0,1mL da amostra neutalizada + 0,9mL de agua destilada + 1 mL da
solucdo-tampéo totalizando 2mL e a cubeta-controle também com 2mL (agua
destilada e solugédo-tampédo em volumes iguais). Todas as cubetas foram lidas a



340nm antes e nos tempos 10 e 15 minutos apoés a adicdo de 0,01 mL de
hexoquinase. A medida é dada em umol/mL de sangue.

Como a TGP catalisa a transferéncia do grupo amina do glutamato ao

piruvato segundo a reacao:

TGP
Glutamato + Piruvato - o-Cetoglutarato + Alanina

a medicdo da atividade enzimética foi realizada pelo método introduzido nos meados
do século passado (REITMAN; FRANKEL, 1957), deixando o soro problema em
solugdo amortiguada de cetoglutarato e alanina, medindo a quantidade de piruvato,
com o produto da reacdo determinado espectrofotometricamente em forma de 2,4-
dinitrofenilhidrazona em solucdo alcalina. As absorbancias lidas a 546nm foram
acopladas a uma curva padrao obtendo-se os valores de atividade em mU.I./mL. A
técnica consiste em pipetear em tubo de ensaio a solugdo amortiguada do substrato:
amortiguador de fosfato 100mmol/L, DL-alanina 200mmol/L e «a-cetoglutarato
2mmol/L, com a colocacdo da solucdo problema no tubo. ApGs a realizacdo da
mistura, incuba-se a 37°C por 30 minutos, ao término dos quais se adiciona o reativo
de coloracdo (2,4-dinitrofenilhidrozona 1,5mmol/L). Misturou-se, deixou-se em
repouso por 20 minutos e alcalinizou-se com hidréxido de sédio 0,4N. A absorbancia
foi lida em 546nm e a atividade foi calculada plotando as leituras em uma curva
estabelecida pré-determinada.

A bilirrubina total foi dosada por diazotizacdo e formac&o de azobilirrubina
vermelha (diazorreacdo de Van den Bergh), por acdo catalisadora (MALLOY;
EVELYN, 1937). O valor € expresso em mg% (= mg/dL) ou por umol/L, o que para
as analises ndo faz diferenca vez que as duas unidades sao iguais a menos de
constantes: mg/dL x 17,10 = umol/L e mg/dL = 0,0584795 x umol/L. Mais
especificamente, o teor de bilirrubina total (BT) foi determinada segundo Meites
(MEITES, 1982), cujo método € uma variacado do procedimento de Malloy & Evelin
(MALLOY; EVELYN, 1937). E realizado via conjugacdo com &cido sulfanilico
diazotado ap6s a adicdo, em solugcdo acida, de metanol, o que acelera a dita
conjugacdo. A azobilirrubina vermelha-résea € medida por espectrofotometria a

560nm, com os valores reportados em umol/mL. A técnica consiste em diluir o soro



em agua destilada e metanol com adi¢do, em seguida, do diazorreativo a 3% (acido
sulfanilico 26,2 mmol/L e nitrito de sddio 0,235 mmol/L). Deixou-se a reacéo
prosseguir por 10 minutos e entéo foi lida a absorbancia a 560nm contra a auséncia

de reativos. A concentragao foi calculada com os dados obtidos em um soro padréo.

3.7 AVALICAO DA REGENERACAO HEPATICA

A hiperplasia celular compensatéria dos lobos residuais apds hepatectomia
parcial a 2/3 foi avaliada pelas medidas das massas dos figados residuais dos ratos
nos tempos de 36 horas (1,5 d), 168 horas (7 d) e 336 horas (14 d) posteriores a
amputacao cirdrgica parcial do figado, tempos designados respectivamente por T1,
T2 e T3.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos da evolucdo ponderal dos animais foram traduzidos em
tabela e retas. A tabela apresenta as massas aferidas nos tempos T1, T2 e T3 e as
retas foram obtidas pelos diagramas de dispersao plotados a partir da tabela e, a
seguir, determinacdo de retas de regressao (interpolatrizes) y=a+bx pelo método
dos minimos quadrados, do coeficiente de correlacéo r de Pearson e do célculo da
significancia p; os grupos foram entdo comparados, em um primeiro momento no
geral, com todos 0s grupos, e em seguida, aos pares pelo teste t de Student com a
significancia estatistica fixada em 95% (p<0,05). Todos os outros resultados obtidos
na pesquisa foram expressos em média + E.P.M (Erro Padrdo da Média)
acompanhada pelo niumero de observacfes, e as comparagdes com 0S Qrupos
controles, com o mesmo nivel de significancia (p<0,05), realizadas via ANOVA
(Analysis of Variance) e com comparacfes post hoc pelo teste de comparacdo de
Dunnett por utilizacdo do soft GraphPad Prism® versdo 4.0 para Windows
(GraphPad Software — San Diego, Califérnia, U.S.A), o qual também atestou a
distribuicdo normal aproximada de cada parametro estudado pelo teste de Kruskal-
Wallis.



4 RESULTADOS

Com excecdo da avaliacdo ponderal cronologica dos figados residuais
apos a hepatectomia parcial, todos os resultados da pesquisa, para cada parametro
estudado, estdo apresentados em trés graficos tipo coluna vertical com a altura
refletindo a média e uma antena na respectiva coluna representando o E.P.M. (erro
padrdo da média), cada grafico referente a um dos tempos T1, T2 e T3. Tais gréaficos
s&o os resultados das analises dos dados brutos (APENDICE A), dos calculos das
médias, desvios padres e dos erros padrées das médias (APENDICE B), e das
aplicacbes do teste de Kruskal-Wallis (APENDICE C) e do teste de comparacéo de
Dunnett (APENDICE D). A evoluc&o ponderal do figado residual pds-hepatectomia
parcial esta apresentada por uma tabela, graficos com as retas de regressdo e um
quadro que resume a estatistica encontrada pelas comparacdes entre 0s grupos. A
tabela apresenta as massas encontradas nos tempos T1, T2 e T3, o coeficiente de
correlacdo r de Pearson, o nivel de significAncia p e o parametro linear a e o
coeficiente angular b das retas de regressdo. Cada gréfico foi obtido a partir de
diagramas de dispersdo baseado na correspondente tabela, com determinacéo de
retas de regressao (interpolatrizes) y = a + bx pelo método dos minimos quadrados,
do coeficiente de correlacéo r de Pearson e do nivel de significancia p. Para verificar
se as interpolatrizes apresentavam significAncia estatistica, os grupos foram
avaliados primeiro no geral, com todos os grupos e, em seguida, comparados cada
par isoladamente pelo teste t de Student para coeficientes angulares (APENDICE E)
e estes resultados estdo resumidos em um quadro onde aqueles estatisticamente

significativos estdo apresentados em negrito sobre um fundo amarelo.

A significancia estatistica foi fixada em 95% (p<0,05), os resultados tiveram
distribuicdo gaussiana aproximada comprovados pelo teste de Kruskal-Wallis
(APENDICE C) e em todos foi utilizado o soft GraphPad Prism® versdo 4.0 de
Fevereiro de 2005.

4.1 NO FIGADO

4.1.1 Peso dos Lobos Residuais



O peso do figado residual pés-hepatectomia parcial a Higgins-Anderson,
medido nos tempos T1, T2 e T3, apresentou aumento estatisticamente
significativo em todos os grupos estudados vez que p< 0,05 em cada um
deles.(Analise de Regressdo, ANOVA, SPSS) (TABELA 01 e FIGURA 06).

TABELA 01. Evolucéo Cronoldgica do Figado Residual p6s-HP

tempo (Controle) (HP+Salina) (HP+ ®-3) (HP+TRT) (HP+DMSO)(HP+®w-6) '~

36 5 3 5 4 4 2,5 g:ﬁ;
36 5,4 2 7 3,5 5,5 2,5 o de
36 7 2,5 5 6 5 2 core
36 5 3,5 45 3 6 2,5 laca
36 5 2,9 6 5 4 2 ode
36 5 2.8 5,5 4.5 6 3 Egﬁr
168 7,5 5 5 5,5 5,5 6 oo
168 7 3,5 5,5 5 4.5 5 nivel
168 6 5,5 6 5,5 6 5 de
168 5 4 6,8 5 6,5 5,5 Signi
168 4 5 5,5 4,5 6 6,5 ‘(‘:'I‘f;‘”
168 4 5,4 4.5 5 4.5 5 .2
336 6 6 7 6 8 8 inter
336 7 6,5 7 7 8 6 cept
336 6,5 6 6 6 7 7 oy
336 8 6 7 6,5 8 6 da
336 8 5,8 5 7 7 7 inter
336 55 6 7 7 7 6 Polat
riz, b
r 0,490435  0,918385 0,47035 0,812684  0,792524 0,902078 oefi
p 0,03879 0,00000 0,04886 0,00004 0,00009 0,00000 cient
a 5057519  2,586713 5,231369 3,971868  4,546886 2,369073 e
b 0,004896  0,010753 0,003437 0,007564 ~ 0,008227 0,013845 and
Gl G2 G3 G4 G5 G6 i

inter
polatriz. Tempo em horas e massa em gramas.

Na TABELA 01, resultados com p<0,05 destacados sobre um fundo amarelo
(juntamente com o coeficiente momento-produto de Pearson), mostram que todos os
grupos apresentaram significacdo estatistica em relacdo ao tempo. As retas de
regressdo y = a + bx, com a e b respectivamente intercepto vertical (parametro
linear) e coeficiente angular (tangente do angulo que a reta faz com o sentido
positivo do eixo horizontal) também exibidos na TABELA 01, estdo esbocadas na
FIGURA 09 abaixo:



Evolucédo Ponderal do Figado P6s-HP
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FIGURA 09. Evolucdo Cronolégica Ponderal do Figado P6s-HP
mostrando as interpolatrizes dos grupos G1(Controle), G2(HP+Salina), G3(HP+®-3),
G4(HP+TRT), G5(HP+DMSO) e G6(HP+w-6).

As analises, para cada par de grupos, dos coeficientes angulares b das
interpolatrizes acima, pelo Teste t de Student (APENDICE E), estfo sintetizadas na
TABELA 02 abaixo, onde os resultados estatisticamente significativos encontram-se
em negrito sobre um fundo amarelo. O nimero que aparece no quadro se refere ao t
encontrado no teste t de Student que, ao ser comparado ao t critico (levando em
consideracdo o nivel de significancia de 95%), fornece a informacdo se a

comparacao &, ou nao, significante (APENDICE E).

TABELA 02. Evolugéo Ponderal do Figado Residual P6s-HP




Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G1 (Controle)

-2,37643* G2 (HP+SF)

0,539128 -3,68564* G3 (HP+®»-3)

-1,04059  -1,78846 -1,95918 G4 (HP+TRT)

-1,23814 -1,2878 -2,12044* 0,318367 G5 (HP+DMSO)

-3,27319*  1,530034 -4,50359* -2,93483* -2,4524* G6 (HP+m®-6)

Resultado da analise dos coeficientes angulares das interpolatrizes via Teste t de Student
(APENDICE E), onde os resultados significativos estdo em negrito sobre um fundo amarelo

A TABELA 02 acima informa que foram estatisticamente significativas as

comparagoes:

G2 x G1 (hepatectomia x controle),

G6 x G1 (hepatectomia com ®-6 x controle),

G2 x G3 (hepatectomia x hepatectomia com ®-3),

G3 x G5 (hepatectomia com ®»-3 x hepatectomia com DMSO,
G3 x G6 (hepatectomia com ®-3 X hepatectomia com ®»-6),
G4 x G6 (hepatectomia com TRT x hepatectomia com »-6) e

G5 x G6, (hepatectomia com DMSO x hepatectomia com ®-6),

isto é, ha diferenca significante entre os grupos G2 e G1, bem como G6 e G1, mas

nao existe diferenca significativa entre G1 e quaisquer dos grupos G3, G4 e G5.

Além disto, sdo significativamente diferentes as compara¢ées de G6 e qualquer um

dos grupos G3, G4 e G5. Estas comparacdes significativas estdo ressaltadas nos
gréficos abaixo (FIGURAS 10,, 11 e 12):




Evolugcdo Ponderal do Figado P6s-HP
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FIGURA 10. Evolucdo Ponderal G1, G2 e G6 P6s-HP
Os comportamentos de G2(HP+Salina) e G6(HP+®-6) sdo semelhantes e
diferem do de G1(Controle)

A FIGURA 10 mostra as retas de regressao dos grupos G1(Controle), G2
(HP+SF) e G6 (HP+®»-6). Pela TABELA 02, no que se refere a evolucao do figado
residual pésHP, ndo diferem significativamente os grupos G2 e G6, respectivamente
salina e »-6, mas sao estatisticamente diferentes as comparacdes de G1 com G2 e
de G1 com G6, ou seja, do grupo controle com hepatectomia e com hepatectomia +

o-6.
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FIGURA 11. Evolugéo Ponderal dos Grupos G1(Controle),

G3(HP+®-3), G4(HP+TRT) e G5(HP+DMSO)
Os grupos G3, G4 e G5 se comportam de modo idéntico e ndo diferem de G1

As interpolatrizes exibidas na FIGURA 11 n&o possuem diferencgas estatisticamente significativas ja que, pela TABELA
02 (pagina 51), ndo séo significantes as comparagdes de G1 com qualquer um dos grupos do conjunto {G3,G4,G5}. Em outras
palavras, o crescimento ponderal dos animais dos grupos testes G3, G4 e G5, respectivamente -3, TRT e DMSO, néo foi
diferente do que ocorreu no grupo simulado G1, o qual, em principio, ndo contém regeneragéo hepatica em curso vez que ndo
houve agresséo cirtrgica ao figado destes ratos.
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FIGURA 12. Evolucéo Ponderal de G3(HP+®-3),

G4(HP+TRT), G5(HP+DMSO) e G6(HP+w-6)
Os grupos G3, G4 e G5 evoluem de modo idéntico mas diferente de G6

A FIGURA 12 apresenta as 3 retas de regressao do bloco {G3,G4,G5}
todas significativamente diferentes do G6 pela TABELA 02, o que significa dizer que

o0 aporte de -6 consequenciou em comportamento diferente, em referéncia a

regeneracao hepética, das administragées de »-3, TRT e DMSO.

4.1.2 GHS no Figado pos-Hepatectomia Parcial

As concentracbes de GSH no figado apdés a hepatectomia parcial a
Higgins-Anderson, em cada grupo, estdo apresentadas nas FIGURAS 13, 14 e 15
onde estdo também mostradas as significancias estatisticas. Tais figuras foram

obtidas a partir dos dados brutos (APENDICE A), com célculos da média e do erro



padrdo da média (APENDICE B) e da aplicacdo do Teste de Comparacdo de
Dunnett (APENDICE D). Nestas figuras, bem como em todas as outras a partir deste
ponto, o grupo G2 (HP + Salina) foi sempre comparado somente ao grupo G1, que é
seu grupo controle, e o nivel de significancia da diferenca (quando existir) esta
convencionalmente apresentado sobre a barra que representa G2 como: # denota
p<0,05 e ## indica p<0,01. Os grupos testes G3, G4, G5 e G6 (respectivamente
HP+®-3, HP+TRT, HP +DMSO e HP+w-6) foram sempre comparados ao referente
grupo controle das drogas G2 (HP+Salina) e o nivel de significancia da alteracéo
(quando ocorre) esta assinalado acima da barra que representa o grupo por um

asterisco para p<0,05 e dois asteriscos para p<0,01.

GSH no Figado posHP (T1)

GSH (umol/mg)

FIGURA 13. GSH no Figado p6s-HP, no tempo T1 (36h)

O G2 apresentou um aumento significativo (p<0,01) de GSH em relagao ao

seu grupo controle G1. Grafico em Média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.
## = p<0,01 (comparacédo do grupo G2 com seu controle G1)
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FIGURA 14. GSH no Figado p6s-HP, no tempo T2 (168h)

O G2 apresentou aumento estatisticamente significativo (p<0,01) em relagédo ao
seu grupo controle G1. Os grupos G3, G4 e G5 apresentaram diminui¢c&o significativa
de GSH hepético (p<0,01) em relagéo ao grupo controle G2. O grupo G6 ndo apresentou
alteracdo significativa. Grafico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

## =p<0,01 (comparacdo de G2 com o controle G1)

*%
=p<0,01 (comparacéo dos grupos testes G3, G4, G5 e G6 com o controle G2)
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FIGURA 15. GSH no Figado p6s-HP, no tempo T3 (336h)

O grupo G2 apresenta aumento estatisticamente significante (p<0,01) de GSH hepético
em relacdo ao grupo controle G1. Os grupos G3 e G5 apresentaram diminui¢ao
significante(p<0,01) de GSH no figado em referéncia ao controle G2. Os grupos G4 e G6 ndo
apresentaram alteracéo significativa em relacdo a G2. Grafico em média + E.P.M.

Teste Comparativo de Dunnett
## = p<0,01 (comparacédo de G2 com seu grupo controle G1)

*
* = p<0,01 (comparacao dos grupos testes G3, G4, G5 e G6 com o grupo controle G2)



O grupo G2 (HP + Salina) aumentou significativamente (p<0,01) em relacéo ao
seu grupo controle G1 em todos os tempos T1, T2 e T3 (FIGURAS 13, 14 e 15), mas
de forma mais pronunciada em T1, e os grupos G3, G4 e G5 mostraram diminui¢des
significativas (p<0,01) de GSH hepético no tempo T2 (0 que ndo ocorreu ho tempo
T1) e tal queda se manteve no tempo T3 significativamente nos grupos G3 e G5,
mas ndo com o G4. O grupo G6 (HP+®»-6) ndo apresentou qualquer alteracao

significativa do GSH hepético em qualquer um dos trés tempos.

4.1.3 TBARS no Figado p6s-HP

As concentra¢cdes hepaticas de TBARS (umol MDA/mg) no figado residual
apos a hepatectomia a Higgins-Anderson aumentou significativamente (p<0,01) em

G6 (HP+®»-6) nos tempos T1 e T2, como mostram as FIGURAS 16 e 17 a seguir:

TBARS no Figado posHP (T1)
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FIGURA 16. TBARS no Figado Residual pés-HP, no tempo T1(36h).

G6 apresentou aumento significativo (p<0,01) em relagdo ao grupo controle G2.
Gréfico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

*%
= p<0,01 (comparacao dos grupos testes G3, G4, G5 e G6 com o controle G2



TBARS no Figado pésHP (T2)

E o

FIGURA 17. TBARS no Figado Residual p6s-HP, no tempo T2 (168h).
G6 mostrou aumento significativo (p<0,01) em relagédo ao grupo controle G2. Grafico em
média + E.P.M.Teste Comparativo de Dunnett.

No tempo T3 (336h), somente o grupo G5 (HP+DMSO) apresentou diferenca do grupo controle G2, como mostra a FIGURA
18.

TBARS no Figado posHP (T3)
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FIGURA 18. TBARS no Figado Residual p6s-HP, no tempo T3 (336h).
O grupo G5 apresentou aumento significativo (p<0,01) em relagédo ao controle G2.
Grafico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

*
=p,0,01 (comparacgéo do grupo teste G5 com o controle G2)

Em resumo, TBARS em G6 aumentou significativamente (p<0,01) nos tempos

Tl e T2, mas ndo em T3. O grupo G2 (HP+salina) ndo apresentou alteracédo



significativa de TBARS, em relacdo ao grupo controle G1, em nenhum dos tempos.
O conjunto {G3, G4, G5} se mostrou sem mudancas significativas nas

concentracoes de MDA em todos os tempos, exceto o G5 no tempo T3.

4.2 NO SANGUE

4.2.1 GSH no Sangue P6s-HP

As concentracdes de GSH no sangue, em umol/mL, apds a hepatectomia parcial
a Higgins-Anderson, nos tempos T1, T2 e T3 estdo apresentados nas FIGURAS
19, 20 e 21 que se seguem:

GSH no Sangue posHP (T1)
Yeve

E o

FIGURA 19. GSH no Sangue p6s-HP, no tempo T1 (36h).
O grupo G2 apresentou aumento significativo (p<0,01) em rela¢éo ao controle G1.
Gréfico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett. ## = p<0,01

* *%
=p<0,05e =p<0,01 (comparacdao com o grupo controle G2)



GSH no Sangue posHP (T2)
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FIGURA 20. GSH no Sangue p6s-HP, no tempo T2 (168h)
G2 apresentou aumento significativo (p<0,01) em relacdo ao grupo controle G1 e 0s grupos
G3 e G4 mostraram aumento significativo (p<0,01) enquanto G5 exibiu diminuicdo
significativa  (p<0,01) em relacéo ao grupo controle G2.
Gréfico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

*%
## = p<0,01 (comparacéo do grupo G2 com seu controle G1). = p<0,01 (comparagédo com G2)

GSH no Sangue pésHP (T3)

o

GSH (umol/mL)

FIGURA 21. GSH no Sangue p6s-HP, no tempo T3 (336h)
Os grupos G3, G4 e G5 mostram alteracdes significativas em relagéo ao controle G2:
G3 aumentou enquanto G4 e G5 apresentaram diminuicdo na concentracdo de GSH sangiiineo.

) .- . *
Gréfico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett. *: p<0,05 e *: p<0,01

No G2 (HP+salina), as concentracbes de GSH no sangue cresceram de
modo significativo (p<0,01) nos tempos T1 e T2, em relagdo ao controle G1, mas no
tempo T3 ja ndo apresentou diferenca significante. O G3 (HP+®-3) mostrou aumento

de GSH no sangue de forma significativa (p<0,01), em relacdo ao controle G2, em



todos os tempos estudados. O grupo da ternatina G4 mostrou aumento significativo
(p<0,01) nos tempos T1 e T2 e diminui¢ao significante (p<0,01) no tempo T3. O G5
(HP+DMSO) néo teve alteragcbes sangliineas no GSH no tempo T1, mas mostrou
gueda significante em T2 (p<0,01) e em T3 (p<0,05). O grupo do w-6 s6 apresentou
aumento significativo em T1, se mantendo sem alteragdes nos tempos T2 e T3 em
relacédo ao controle G2.

4.2.2 TBARS no Sangue

As concentracOes de TBARS no sangue pos-hepatectomia parcial, medidas
através do MDA, estdo apresentadas nas FIGURAS 22, 23 e 24 a sequir:

TBARS no Sangue pdésHP (T1)

TBARS (pmol.MDA/mL)
:
o
g

FIGURA 22. TBARS no Sangue p6s-HP, no tempo T1 (36h).
O grupo G6 apresentou aumento significativo (p<0,05) em relagdo ao grupo controle G2.
Grafico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

*
= p<0,05 (comparacdo com o grupo controle G2)



TBARS no Sangue posHP (T2)
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FIGURA 23. TBARS no Sangue p6s-HP, no tempo T2 (168h).
G6 apresentou aumento significativo (p<0,01) em relagdo a G2.
Grafico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

*%
= p<0,01 (comparado ao grupo controle G2)

TBARS no Sangue posHP (T3)
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FIGURA 24. TBARS no Sangue p6s-HP, no tempo T3 (336h).
Auséncia de alteracdes significativas.

A concentracdo de TBARS no sangue nado se alterou significativamente no
grupo G2 em nenhum dos tempos, em relacdo ao controle G1. O conjunto
{G3,G4,G5} ndo apresentou modificagdes estatisticamente significantes em qualquer

dos tempos estudados, em relacdo ao controle G2. O grupo do ®-6 se mostrou



significativamente maior no tempo T1 (p<0,05) e em T2 (p<0,01) em comparagao
com seu controle G2, mas no tempo T3, o0 G6 ndo mostrou alteracdo significativa na

concentracéo de MDA.

4.2.3 Glicemia

A glicose sangliinea pés-hepatectomia parcial, em mg%, nos tempos T1,
T2 e T3 esta apresentada nas FIGURAS 25, 26 e 27 que se seguem:

GLICEMIA pdsHP (T1)

FIGURA 25. Glicemia p6s-HP, no tempo T1 (36h).
G4 e G6 apresentaram queda da glicemia em comparagéo ao controle G2.
Grafico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

* *%
=p<0,05e =p<0,01 (comparacdo com o grupo controle G2)



GLICEMIA pdsHP (T2)

T

GLICOSE (mg%)

FIGURA 26. Glicemia pés-HP, no tempo T2 (168h).
G2 apresentou glicemia significativamente aumentada (p<0,01) em relac@o ao grupo controle G1 e os
guatro grupos testes G3, G4, G5 e G6 apresentaram concentrac¢ao significativamente
menor (p<0,01) de glicose sanguinea, em relagdo ao grupo controle G2.
Gréafico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

*
## = p<0,01 (comparacdo com G1) e *k_ p<0,01 (comparagdo ao grupo controle G2)

GLICEMIA pJdsHP (T3)

FIGURA 27. Glicemia p6s-HP, no tempo T3 (336h).
G2 apresentou aumento glicémico significativo (p<0,01) em relagédo a G1 e os quatro grupos testes
G3, G4, G5 e G6 mostraram diminui¢éo da glicemia em relacéo a G2. Graficos em
média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett. ## = p<0,01 (comparagéo com o controle G1)

* *%
=p<0,05 e = p<0,01 (comparac¢é@o com o grupo controle G2)



Em relacdo a G1, o grupo G2 (HP+salina) apresentou glicemia aumentada
nos tempos T2 e T3 (p<0,01). O grupo do ®-3, 0 G4, o G5 e o G6 todos
apresentaram queda da glicose sanglinea nos tempos T2 e T3, com referéncia ao
controle G2 e 0 G4 e G6 também mostraram glicemia significativamente diminuida

no tempo T1.

4.2.4 Bilirrubinemia Total

As concentracdes da bilirrubina total nos diversos grupos nos tempos T1,
T2 e T3, em mg%, apos a hepatectomia parcial a Higgins-Anderson, estao

apresentadas nas FIGURAS 28, 29 e 30 a sequir:

Bilirrubinemia Total posHP (T1)

0.45+
0.40=
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FIGURA 28. Bilirrubinemia p6s-HP, no tempo T1 (36h).
Auséncia de alteracdes significativas. Grafico em média + E.P.M.
Teste Comparativo de Dunnett.



Bilirrubinemia Total posHP (T2)
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FIGURA 29. Bilirrubinemia pés-HP, no tempo T2 (168h).
Auséncia de alteracoes significativas. Grafico em média + E.P.M.
Teste Comparativo de Dunnett.

Bilirrubinemia Total pésHP (T3)
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FIGURA 30. Bilirrubinemia p6s-HP, no tempo T3 (336h).
Auséncia de alteracdes significativas. Grafico em média + E.P.M.
Teste Compaativo de Dunnett.

A bilirrubinemia total ndo apresentou alteragdes significativas em
qualquer dos tempos T1, T2 ou T3, em qualquer um dos grupos, em

relacdo aos seus respectivos controles.

4.2.5 TGP no Sangue



As concentragdes sanglineas de TGP apos a HP, em mUI/mL, nos tempos

T1, T2 e T3, estdo apresentadas nos graficos constantes das FIGURAS 31,

32 e 33.

TGPemia posHP (T1)

N
g

#

TGP (mUlimL)
- = N
238

FIGURA 31. TGP no sangue p6s-HP, no tempo T1 (36h).
G2 apresentou aumento significativo (p<0,05) em relagéo ao controle G1.
Gréafico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

TGPemia posHP (T2)
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FIGURA 32. TGP no Sangue p6s-HP, no tempo T2 (168h).
G5 apresentou diminuicao significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo controle G2
Gréfico em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

*
= p<0,05 (comparacdo com o grupo controle G2)



TGPemia posHP (T3)

FIGURA 33. TGP no Sangue p6s-HP, no tempo T3.
G2 apresentou aumento significativo (p<0,01) em comparagdo com o controle G1.
Todos o0s grupos testes mostraram queda significativa (p<0,01) da TGP sangilinea em relacdo ao
grupo controle G2. Graficos em média + E.P.M. Teste Comparativo de Dunnett.

**
## = p<0,01 (comparacdo com o controle G1) e = p<0,01 (comparacdo com G2)

A concentracdo da transaminase glutamico-pirdvica em G2 apresentou um
aumento significativo em T1 (p<0,05) e em T3 (p<0,01). Os grupos testes se
comportaram, no que se refere a TGP, de modo idéntico: sem alteracbes em Tl e T2

(exceto a diminuicdo de G5 em T2) e queda de concentracdo em T3 (p<0,01).

4.3 GRAFICOS PARTICULARES DA EVOLUCAO PONDERAL POS-HP

Extraidas diretamente do grafico geral (FIGURA 09), as interpolatrizes da
evolucdes dos figados residuais pés-HP dos grupos G2 (HP+salina) e G6 (HP+w-
6) estdo apresentadas na FIGURA 34 a seguir. Da mesma forma, a FIGURA 35
exibe as retas de regressao das evolugdes dos lobos residuais pos-HP dos grupos
G2(HP+salina) e G3(HP+®»-3), e a FIGURA 36 mostra as mesmas evolugbes
ponderais para os grupos G2(HP+salina), G4(HP+TRT) e G6(HP+®-6). Tais
graficos estdo aqui inseridos, proximos a discussao, exatamente para facilitar suas

referéncias nas proximas paginas.



Evolucédo Ponderal do Figado Pés-HP de G2 e G6
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FIGURA 34. Evolucéo do Figado p6s-HP de G2(HP+salina) e G6(HP+®-6).
O grupo -6 nao inibiu o0 processo da regeneracao hepatica em relagédo ao controle G2.

Evolucédo Ponderal do Figado Pés-HP em G3 e G2
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FIGURA 35. Evolucéo do Figado p6s-HP de G2(HP+salina) e G3(HP+®-3)

Regeneracao hepatica com freio estatisticamente significativo (p<0,05) pelo aporte de ®»-3.

Teste t de Student para coeficientes angulares (APENDICE E).



Evolucdo Ponderal do Figado P6s-HP de
G2(HP+salina), G4(HP+TRT) e G6(HP+w-6)
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FIGURA 36. Evolucédo Ponderal p6s-HP dos grupos G2, G4 e G6.
O grupo da ternatina tem regeneracao significativamente inibida (p<0,05) em rela¢do ao G6.
Teste t de Student para Coeficientes Angulares (APENDICE E).



5 DISCUSSAO

O presente estudo foi levado a efeito no intuito de investigar as possiveis
conexdes entre peroxidacao lipidica (estresse oxidativo) e regeneracdo hepatica.
Drogas reconhecidamente antioxidantes como ternatina e dimetilsulféxido foram
utilizadas com este objetivo e os PUFA ®-3 e -6 foram testados vez que, em
algumas situacfes de intensa proliferacdo celular, como indicam um consideravel
volume de pesquisas, eles apresentam respostas dispares como, por exemplo, nos
processos neoplasicos (RAO et al., 1996; ROSE, 1997).

Nos ratos, ap0s a remocdo dos dois lobos hepaticos maiores, os lobos
menores residuais iniciam, de imediato, uma resposta hiperplasica em esséncia, sob
um intrincado conjunto de reacdes bioquimicas e dependente de uma enorme
variedade de fendmenos biofisicoquimicos que podem, em principio, aumentar,
diminuir, inalterar ou modular tanto a evolugdo como o resultado final (ALISON,
1986; SLATER et al., 1990). O intento desta pesquisa foi investigar se, e de que
forma, a peroxidacao lipidica faz parte desta gama de eventos coadjuvantes da
regeneracdo hepatica, vez que, em praticamente todas as situacfes de estresse
oxidativo, a lipoperoxidacdo tem se mostrado como o componente dominante no
surgimento das perdas das funcbes celulares (STOREY, 1996), isto €, no dano
celular oxidativo.

O rato foi 0 animal de experimentacéo escolhido para este estudo por ser o
mamifero mais estudado no fenbmeno da regeneracédo hepatica (RAMALHO et al.,
1998), ter baixo custo tanto de aquisicdo como de manutencao e apresentar elevada
resisténcia a infec¢@o e ao trauma cirargico (FESTING, 1979). Optou-se por animais
jovens visto que a idade pode comprometer a resposta regenerativa pos-
hepatectomia parcial (BUCHER et al.,, 1964) e a escolha foi por sexo masculino
visando atenuar a reconhecida influéncia dos estrégenos na regeneragdo hepética
(FRANCAVILLA et al.,1989; Idem, 1989; SHI & YAGER, 1989). O periodo de
quatorze dias entre a hepatectomia parcial e o sacrificio dos ultimos animais (tempo
T3) foi estabelecido baseado nas evidéncias experimentais que a regeneracao
hepética p6s-HP nos ratos se completa em, no maximo, duas semanas, podendo
inclusive ocorrer muito antes (HIGGINS; ANDERSON, 1931; MICHALOPOULOS;
DeFRANCES, 1997; RAMALHO et al., 1998). A decisdo em liberar a alimentacéo e a



agua no pré-operatério repousou nos trabalhos que sustentam que o jejum anterior
aos procedimentos cirargicos aumentam o estresse oxidativo em ratos Wistar
adultos (LIU et al., 1993). Apesar de que a anestesia inalatéria com vapores do éter
dietilico, utilizada em todas as intervencdes cirlrgicas da pesquisa, também resultar
em aumento da peroxidacéo lipidica - de forma independente e aditiva ao fator jejum
(LIU et al., 1993) - tal variavel foi minimizada pelo pequeno periodo do ato cirdrgico
(5 a 8 minutos) e ser uma constituinte universal em todos 0s grupos e em todos 0s
tempos estudados.

As drogas foram todas administradas intraperitonealmente (i.p.) e foram
diluidas para a administracdo de 0,1mL/100mg do animal, o que facilitou o célculo
para a dosagem diaria de cada animal, evitando a aplicacdo de doses incorretas,
minimizando perdas e otimizando o tempo na técnica de infusdo i.p. cotidiana. A via
intraperitoneal foi a escolhida porque, dado que i.p. é a rota classica de
administracdo da TRT e do DMSO (RAO et al.,1997; SOUZA et al.,1997), foi
mantida a homogeneidade de sitio de aplicagdo e, além disto, a administracao i.p.
de nutrientes, medicamentos e nutracéuticos pode se constituir em uma alternativa
viavel a nutricdo intravenosa uma vez que evita as complicagcdes intravasculares
(KLEIN et al.,1983 Idem, 1985; GILSDORF et al., 1985; STABILE; CALABRIA, 1987;
KALFARENTZOS et al.,, 1988; RUBIN et al., 1988; MORAN et al., 1989; MORAN
PENCO et al.,, 1990; MAHEDERO et al., 1990; GARCIA-GAMITO et al., 1991;
MORAN PENCO et al, 1994). Nao houve mortes nem complicacdes intra-
abdominais e/ou sistémicas com as administracdes de TRT, DMSO, ®-3 e w-6 nas
dosagens utilizadas pela pesquisa. A literatura € essencialmente unanime em
apontar que a cavidade peritoneal transporta glicose e aminoacidos para a
circulacdo sistémica de forma muito mais rapida do que transporta lipidios
(GILSDORF et al., 1985), provavelmente devido as diferentes rotas de absorcéo
(MAHEDERO et al., 1992): vasos capilares para aminoacidos ou glicose e canais
linfaticos para as gorduras (MORAN PENCO et al.,, 1990), mas tal fato ndo se
constituiu empecilho para a pesquisa vez que a administragcao dos PUFA ocorreu ao
longo de duas semanas e os lipidios j& aparecem na circulagdo apdés infusao i.p. em
menos de 3 horas apds a administracdo (GILSDORF et al.1985).

A evolucao ponderal do figado residual pos-hepatectomia parcial a Higgins-
Anderson, em relacdo a G1, se mostrou estatisticamente significativa nas

comparacdes com G2 e G6 (TABELA 02). No que diz respeito a G1 x G2, € um



esperado resultado ja que no grupo controle, em principio, ndo ha regeneracao
(RAMALHO et al.,, 1998) e o0 G2 é um grupo parcialmente hepatectomizado e,
portanto, com comportamento regenerativo (MILNE, 1909; LABRECQUE, 1994,
TARLA et al., 2006). Assim, G2 é esperado ter crescimento hepético pos-HP e G1
nao, exceto, evidentemente, aquele crescimento natural, pequeno, comum a animais
jovens em desenvolvimento. O crescimento dos lobos hepaticos residuais em G2
representam, na verdade, a regeneracdo hepatica “natural” em ratos Wistar machos
jovens, dado que a substancia infundida foi salina. Grupos que apresentaram
evolucbes ponderais com desvios estatisticamente significativos, quando
comparados ao comportamento de G2, sugerem que a alteracdo ocorreu por conta
da variavel introduzida que, no caso da presente pesquisa, se traduz pelo uso de
uma droga diferente de soro fisiologico.

A significacdo estatistica de G1 versus G6, respectivamente controle e -
6, sugere que em G6 a regeneracao ocorreu essencialmente de modo similar a que
ocorreu em G2, ou seja, que a infusdo de -6 nao influenciou de forma
estatisticamente significativa o processo da regeneracdo hepatica, isto €, nao inibiu
0 processo regenerativo: a FIGURA 34 mostra que o G6 até cresceu mais, em
média, que o G2, mas de forma néo significativa.

Corroborando com a conclusdo acima, a comparagdo de G2 com G6 na
TABELA 02 (pagina 51), mostra ndo haver diferenca significativa nas evolucdes
ponderais dos lobos remanescentes quando se administra salina ou »-6. Por outro
lado, G3, G4 e G5, respectivamente »-3, TRT e DMSO, ndo apresentam diferenca
estatistica com G1 (TABELA 02), sugerindo que a regeneracao hepatica foi freada a
ponto de ndo apresentar diferenca significativa entre administrar »-3, TRT ou DMSO
e nao realizar hepatectomia parcial. Tornando a sugestédo ainda mais forte, a mesma
TABELA 02 mostra que as comparacbes G3xG6, G4xG6 e G5xG6 sao todas
estatisticamente significativas, fortalecendo que os grupos G3, G4 e G5 se
comportaram, no que refere a evolucdo ponderal dos lobos remanescentes pos-HP,
de forma diferente do ®-6. Enquanto G6 evoluiu ponderalmente de forma nao
diferente a G2 (ofertar »-6 ndo diferiu significativamente de fornecer salina), os
grupos G3, G4 e G5 nao séo diferentes entre si e diferiram, de modo significante, do
G6 (administrar -3, TRT ou DMSO parece ter efeito ponderal similar na

regeneracdo hepatica pos-HP, e todos tém efeito significativamente diferente de



infundir ®-6). Como, em G6, o figado residual cresceu (de forma nédo diferente de
G2) e os elementos do terno {G3,G4,G5} apresentaram diminuicdo do crescimento
significativamente menor que G6 (p<0,05), a pesquisa aponta que -3, TRT e DMSO
frenaram a regeneracdo hepatica. A FIGURA 10 apresenta as interpolatrizes de G1,
G2 e G6 destacando que G2 e G6 sado similes mas diferentes de G1, o qual tem um
crescimento bem mais suave, refletindo provavelmente sé o crescimento normal do
figado de ratos jovens no periodo de quatorze dias. A FIGURA 11 expde as quatro
retas de G1, G3, G4 e G5 com comportamentos sem diferencas significativas e, na
FIGURA 12, o conjunto {G3,G4,G5}, com elementos portando similitudes estatisticas
de regeneracdo, se apresenta significativamente diferente de G6, que tem
crescimento ponderal agressivo, isto €, um maior processo regenerativo pos-
hepatectomia parcial. Ainda da TABELA 02, a diminuicdo significativa do
coeficiente angular da interpolatriz do grupo do »-3, em comparacédo a declividade
da reta de regressao do controle salina G2, informa que houve freio na regeneracao
hepética com o aporte de PUFA dmega-3 (FIGURA 35). Isto é: o aporte de ®»-3
frenou a regeneracao hepatica pds- hepatectomia em ratos Wistar machos de forma
estatisticamente significante (p<0,05) em relacdo ao grupo controle (salina),
enquanto que a administracdo de -6 nao inibiu o processo regenerativo (FIGURA
34). Como sera visto nas consideracdes que serdo realizadas logo apés o
comentario sobre a ternatina e o dimetilsulféxido, estes resultados dos PUFA sobre
a regeneracao hepdtica estdo, baseados na presente pesquisa, correlacionados com
0 estresse oxidativo: enquanto -3 atua como antioxidante, -6 aumenta o estresse
oxidativo.

Estudos atestando as propriedades antioxidantes dos diversos flavondides
dentre 0os quais se incluem, entre tantos outros, rutina, quercitina, catequina,
miricetina, morina, taxifolina, gossipina, procianidina, fisetina, caempferol,
garcinicalina e ternatina, tém se avolumado na literatura médica, com comprovacdes
de atividades antiinflamatorias, antialérgicas e antitromboticas, deixando patente o
efeito protetor destas substéncias em diferentes modelos experimentais de
lipoperoxidacdo (GUPTA et al., 1971; PARMAR; GHOSH, 1976; BLAZSO; GABOR,
1980; GABOR; ENGI, 1984; CHOLBI et al., 1991; COTELLE et al., 1992; GALVEZ et
al., 1995; UBEDA et al.,1995; SOUZA; TOME; RAO, 1999; NIJVELDT et al., 2001;
BARTOSIKOVA et al.,, 2003; SINGH; CHANDER; CHOPRA, 2005). Tais estudos



deixam evidéncias de que a atividade antiestresse oxidativo dos flavondides resulta
principalmente da acdo sequestradora de espécies reativas de oxigénio, incluindo o
radical hidroxila (HANASAKI; OGAWA; FUKUI, 1994) e o anion superoxido (ROBAK;
GRYGLEWSKI, 1988). Em relacédo a este ultimo, o grupamento hidroxila presente no
anel B das moléculas dos flavonéides (ANEXO D) parece ser o responsavel no freio
da liberacdo de anions superéxidos: a acdo da enzima NADPH-oxidase, localizada
na membrana plasmatica, formadora de anions superdxidos (TAUBER et al., 1984)
seriam bloqueadas pelos flavondides. A estrutura molecular da TRT (ANEXO D)
exibe um grupamento OH na posicao 4’ do anel B, o que parece ser a explicacéo de
seu potencial poder antiperoxidativo lipidico. Aqui, neste estudo, a TRT diluida em
DMSO a 3%, mostrou-se com comportamento significativamente diferente (p<0,05)
de G6(HP+w-6) (FIGURA 36) e portanto capaz de inibir a regeneracao hepatica em
ratos submetidos a HP, com comportamento semelhante ao seu solvente classico
dimetilsulféxido, ambos antioxidantes ja completamente estabelecidos, com a TRT
apresentando diminuicdo do GSH hepatico de forma significativa em T2 (p<0,01)
(FIGURA 14). Tal resultado estda em concordancia com outras pesquisas: a
TRT/DMSO reduziu de forma drastica o nivel de MDA (1,3-dicarbonila) em ratos
submetidos & isquemia/reperfusdo testicular (GUIMARAES, 2005), bem como
apresentou efeitos protetores nas lesdes hepaticas induzidas por paracetamol
(SOUZA; RAO; SILVEIRA, 1998), tetracloreto de carbono (SOUZA; RAO; SILVEIRA,
1997) e aflotoxina B; (SOUZA; TOME; RAO, 1999). E apesar da TRT ndo ter
mostrado reducao significativa de MDA hepatico (FIGURAS 16, 17 e 18) nem do
MDA no sangue (FIGURAS 22, 23 e 24), houve frenagem da regeneracao hepatica
e gqueda da glutationa no figado (significativa em T2).

O DMSO, um subproduto da industria da madeira, tem se apresentado, ao
longo das Ultimas cinco ou seis décadas, entre outras propriedades, como um
antiinflamatorio (LOCKIE; NORCROSS, 1967; SHIRLEY et al.,, 1978; SANTOS;
TIPPING, 1994), analgésico topico (EVANS et al., 1993), atenuante dos efeitos do
extravasamento de quimiotergpicos antineopldsicos (LAWRENCE; GOODNIGHT,
1983; ALBERTS; DORR, 1991; LUBREDO et al., 1992), protetor hepatico das lesbes
causadas por tetracloreto de carbono (WONG; OOI; WONG, 2004), protetor renal da
injaria por sais de mercurio (JO et al., 2004), inibidor de metastases (SALIM, 1992) e
antioxidante (PANGANAMALA et al., 1976; ITOH; GUTH, 1985; SALIM, 1992). Aqui,
0 DMSO a 3% se mostra com comportamento inibidor do fendmeno da regeneracao



hepatica pos-HP em ratos, diferente de G2 e de G6 e nao diferente de G3 e G4. A
FIGURA 12 exibe G5 com evolucado frenada em comparacdo com G6 e a FIGURA
11 mostra G5 com comportamento G1-simile. Tais resultados sugerem que DMSO
funcionou, na regeneragdo hepética, como um antioxidante, apesar dos resultados
brancos das variacdes de TBARS no sangue em todos os tempos T1, T2 e T3
(FIGURAS 22, 23 e 24) e no figado nos tempos T1 e T2 (FIGURAS 16 e 17) mas
com exibicdo de queda significativa de GSH no figado nos tempos T2 e T3
(FIGURAS 14 e 15) e no sangue idem, em T2 e T3 (FIGURAS 20 e 21). O
dimetilsulféxido, utilizado aqui também como diluente da TRT, pode ter contribuido
para o efeito inibidor da regeneracao ja observado pela solucdo TRT/DMSO (grupo
G4).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que o consumo de 6leo de peixe, rico
em PUFA ®-3, reduz o risco de doenca cardiovascular em humanos (BROWN; HU,
2001). Este efeito do Oleo de peixe resulta em parte da inibicdo de lipogénese e
estimulacdo da oxidacdo de acidos graxos no figado (FANG et al., 2002) e, no
entanto, tal como os outros PUFA, o PUFA ®-3 pode ser facilmente peroxidado
formando hidroperoxidos, o0 que aumentaria dest’arte o estresse oxidativo.
Esclarecendo este aparente paradoxo sobre o 6leo de peixe, as pesquisas tém
mostrado que, ao contrario dos PUFA -6, 0s ®-3 inibem a geracdo de radicais
livres (WU; MEININGER, 2002; TAKAHASHI et al.,2002), funcionando assim como
um antioxidante, corroborando com estudos clinicos que atestam que pacientes que
receberam dietas ricas em 06leo de peixe apresentaram diminuicdo da producéo de
espécies reativas de oxigénio (MAGARO et al., 1992; BARBOSA et al., 2003) e uma
menor producdo de superéxido em mondcitos de humanos que receberam EPA e
DHA na dieta (FISCHER et al., 1990). Pesquisas experimentais utilizando coelhos
recém-nascidos também confirmam que dietas ricas em 6mega-3 resultaram em
uma menor producao de superoxido por macrofagos (D’AMBOLA et al., 1991). No
que se refere a regeneracdo hepatica, TRT e DMSO, reconhecidamente
antioxidantes, se comportaram de forma similar a -3, de conformidade com o que
sugere os resultados obtidos e ja anteriormente discutidos e, além disto, aqui, a
pesquisa aponta que o aporte de w-3 faz 0 GSH hepatico cair significativamente
(p<0,01) nos tempos T2 e T3 (FIGURAS 14 e 15), sugerindo que ®-3 exerceu fungao

de “diminuidor” de radicais livres, isto €, de um antioxidante.



Por outro lado, apesar da existéncia de resultados controversos e
contraditérios na literatura (CHEESEMAN et al., 1986; HOLECEK, 1992;
HORTELANO et al.,1995; AGUILAR-DELFIN et al.,1996; HOLECEK, 1999; RONCO
et al.,2002; KURIR et al.,, 2004), varias pesquisas atestam a importancia da
peroxidacao lipidica, e portanto, do estresse oxidativo, no processo da regeneracao
hepatica (CARNOVALE et al.,2000; OK et al., 2003; TREJO-SOLIS et al.,2003). Tais
estudos mostram que a génese ou a formacao de radicais livres € um dos muitos
fatores importantes para que a regeneragdo ocorra ou se desenvolva de modo
natural pelo organismo (NAKATANI et al., 1997; KURIR et al., 2004). Além do mais,
o aporte de antioxidantes interfere com a regeneracao hepatica (NOORDEN, 1995;
NAKATANI et al.,, 1997). Por exemplo, a administracdo de vitamina E, um ja
estabelecido antioxidante (BURTON & TRABER, 1990; IBRAHIM et al.,1997), a ratos
submetidos a hepatectomia parcial, inibe a regeneracéo hepatica (TREJO-SOLIS et
al., 2003). Mais: a oferta de GSH exdgena, patente antioxidante, influi negativamente
sobre a regeneracdo hepética (HOLECEK et al., 2000). E a presente pesquisa
sugere, de forma estatisticamente significativa, que ®-3 se comporta de modo
idéntico aos reconhecidos antioxidantes TRT (RAO et al.,1994; SOUZA et al.,1997;
1999) e DMSO (BRUCK et al., 2001; KOKSAL et al., 2003) Ou seja: em referéncia a
regeneracao hepatica, de conformidade com os resultados do presente estudo, ®-3
atua como antioxidante e, como tal, acaba por inibir o fenbmeno regeneracéo. Além
disto, utilizando os resultados desta pesquisa (0 -3 inibe a regeneracédo hepatica e
antioxidantes possuem a propriedade de frenar o processo regenerativo do figado)
fornece-se suporte, via regeneracdo hepética em ratos, as pesquisas que indicam o
Omega-3 como frenador do estresse oxidativo (FISHER et al., 1990; MAGARO et al.,
1990; D'AMBOLA et al., 1991; AZEVEDO et al., 2002).

O -6, ao contrario, aumenta o estresse oxidativo (WU; MEININGER, 2002;
TAKAHASHI et al., 2002) e, como conseqiéncia, ndo inibe a regeneracéo hepatica,
na verdade a incentiva (OK et al., 2003) o que est4d de conformidade com os
achados desta pesquisa ja que G6 e G2 se apresentam com comportamentos que
ndo diferem significativamente no que se refere a evolugdo ponderal do figado
residual pés-HP (TABELA 02, G1xG2, G1xG6 e G2xG6), e o TBARS no figado, em
G6, aumentou significativamente (p<0,01) nos tempos T1 e T2 (FIGURAS 16 e 17).

Ou seja: -6 aumenta a peroxidacdo lipidica. Além do mais, o GSH no figado



aumentou significativamente no grupo G2 (HP+salina) em todos os tempos T1, T2 e
T3 (FIGURAS 13, 14 e 15) com p<0,01. Ou seja: a RH fez aumentar (de modo
significativo) o GSH hepético, fato que provavelmente traduza uma tentativa de
maior protecdo ao estresse oxidativo causado pelo fenbmeno da regeneracéo pois a
hepatectomia parcial per se esta implicada em uma maior formacéao de radicais livres
(KURIR et al., 2004), uma vez que varios investigadores ja tém fortemente sugerido,
por trabalhos com mensuracdes de MDA em mitocéndrias hepaticas, uma producao
aumentada de radicais livres de oxigénio apés hepatectomia parcial (GUERRIERI et
al., 1999; HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2003), apesar dos resultados deste trabalho -
gue ndo mostram alteracdes significativas do TBARS em G2 em quaisquer dos
tempos, tanto no sangue como no figado (FIGURAS 16, 17 e 18). Resultado
semelhante ocorreu no sangue: o GSH em G2 foi significativamente maior (em
relacdo ao controle G1) nos tempos T1l e T2 (FIGURAS 19 e 20), mas ja nao
apresentou diferenca no tempo T3: provavelmente um reflexo de uma regeneracao
hepatica completada ou, pelo menos, em estagios finais.

Os comportamentos divergentes do »-3 e do -6 (respectivamente G3 e G6) e
suas relacdes com a regeneracao hepatica e o estresse oxidativo pode ser resumido
em: enquanto -3 freia o fendmeno de regeneracdo e se apresenta como um
antioxidante, 0 -6 ndo apresenta propriedade frenadora da regeneragéo e funciona
como pré-oxidante.

Pesquisas epidemiologicas com populacdes de esquimés (KROMANN;
GREEN, 1980), bem como investigacdes clinicas com nutricdo (WU; MEYDANI,
1998; HARBIDE, 1998) e estudos laboratoriais envolvendo citocinas e eicosanodides
(ENDRES et al.,1989; ENGSTROM et al.,1996) apontam que os PUFA »-6 exibem
caracteristicas proé-inflamatérias, enquanto que os -3 se mostram com atividade
anti-inflamatoéria (AZEVEDO et al., 2002), endossando os achados acima referidos
sobre PUFA e estresse oxidativo, com consequente reflexo divergente na
regeneracao hepatica.

O GSH hepético tem queda significante (p<0,01) nos grupos G3 (HP+®-3),
G4 (HP+TRT) e G5(HP+DMSOQO) no tempo T2 (FIGURA 14), 0 que n&do ocorreu no
tempo T1 (FIGURA 13). Ocorre que no tempo T1, 36h apos a HP, os aportes dos
antioxidantes ®-3, TRT e DMSO so0 tinham acontecido duas vezes (duas doses

diarias) e, portanto, provavelmente suas presencas ainda ndo se faziam sentir. Mas



em T2, sete dias apds a HP, as dosagens diarias destes antioxidantes fizeram GSH
“menos necessarios”. No tempo T3, a continuar com a mesma linha de raciocinio, o
GSH ainda se mostrou significativamente baixo (p<0,01) em G3 e em G5, mas nao
em G4 (FIGURA 15), deixando a sugestao de que ®-3 e DMSO exerceram acao
antioxidante por mais tempo que a TRT. Via de regra, as células reagem ao estresse
oxidativo com um aumento em seu conteudo de glutationa como parte de sua
resposta adaptativa & potencial lesdo oxidativa (GUIMARAES, 2005). Na verdade,
as pesquisas indicam que GSH tem se mostrado com ténues alteragcbes, quando
existem, durante as regeneracdes hepaticas (ROSI et al., 1981; ROBERTS et al.,
1983). Cabe ressaltar, no entanto, que existem resultados conflitantes mas estudos
recentes, in vitro, por exemplo, mostram aumento nos niveis de GSH em resposta ao
estresse oxidativo, bem como uma ac¢ao inibitéria do DMSO impedindo tal aumento
(KUROZUMI et al., 2005).

O aumento significativo (p<0,01) de TBARS hepatico em T1 e T2(FIGURAS
16 e 17), bem como, de modo semelhante, no sangue (FIGURAS 22 e 23) nos
tempos T1(p<0,05) e T2(p<0,01), exibe a propriedade pré-oxidante do 6mega-6 e a
auséncia de tais alterac6es em T3 sugere que o fendbmeno regenerativo ja terminara
Ou se encontrava em estagios finais.

No que se refere as neoplasias malignas, exemplo de acentuada proliferacéo
celular como no fenémeno de regeneracdo hepatica mas desta essencialmente
diferente, pesquisas indicam que PUFA ®-6 induz maior formacdo de proteina
implicada no desenvolvimento de neoplasia hepéatica (GHOSHAL et al., 2000). A
incidéncia de carcinomas agressivos parece ser mais elevada quanto maior for o
consumo de PUFA ®-6 (FALCONER et al., 1994) e foi observada uma diminui¢cao
na proliferacdo de células tumorais no célon de ratos que ingeriram 6Oleo de peixe
(bmega-3) em comparacdo com o6leo de milho (6mega-6) (WOUTERSEN et al.,
1999). Os PUFA ®-3 atuam como supressores sobre as células neoplasicas,
enquanto os PUFA -6 estimulam o processo da carcinogénese (FRITSCHE &
JOHNSTON, 1990; RAO et al.,1996; ROSE, 1997). Em outras palavras, os estudos
apontam que 0 consumo ou a administracdo de dietas ricas em PUFA ®-6
geralmente induzem ou favorecem o desenvolvimento tumoral (proliferacéo celular),
enquanto dietas baseadas em PUFA ®-3 tém efeito inibitorio (LIMA et al., 2002).

Tais resultados sdo compativeis com os achados nesta pesquisa, no que se refere a



proliferacdo celular — a hiperplasia compensatoria do processo regenerativo do
figado: ®-3 freia, -6 nao.

Em relacdo as funcdes hepaticas durante o processo de regeneragcdo e
apesar do estresse oxidativo, a glicemia se mostrou significativamente aumentada
(p<0,01) nos tempos T2 e T3 (FIGURAS 26 e 27) no grupo hepatectomizado
parcialmente G2 em comparacdo com o grupo controle G1. Nas hepatectomias
parciais, como bem atestam as pesquisas, a concentracdo de insulina plasmatica
apresenta acentuada diminuicao (BUCHER; SWAFFIELD, 1975;
MICHALOPOULOS; DeFRANCES, 1997) enquanto o nivel de glucagon aumenta
(BUCHER et al., 1978; PETENUSCI et al., 1983), o que provavelmente faz parte
integrante da resposta homeostatica pela qual as concentracbes de glicose
sanglineas sdo mantidas em equilibrio fisiologico durante as regeneracdes
(MICHALOPOULOS; DeFRANCES, 1997). Nos quatro grupos testes, a glicemia
mostrou significativa diminuicdo em T2 (p<0,01) (FIGURA 26) e em T3 (p<0,01 para
G3, G5 e G6 e p<0,05 em G4) (FIGURA 27), e mesmo em T1 ja apresentara queda
significativa nos grupos G4 e G6 (FIGURA 25). Estas quedas glicémicas nos grupos
G3 e G6, ressaltam a acdo dos lipidios no processo secretdério da insulina.
Pesquisas atestam que o processo de secrecao de insulina, inicialmente descrito
como dependente de forma essencial e praticamente Unica pelo estimulo da glicose,
é significativamente modulado pela interacdo do metabolismo da glicose e dos
lipidios (MARTINS; CARPINELLI, 2002). De fato, quando niveis elevados de &cidos
graxos livres circulantes em ratos em jejum por aproximadamente um dia sao
agudamente diminuidos por infusdo de um agente lipolitico (adcido nicotinico, por
exemplo), estimulo subsequente da secrecdo de insulina por glicose é
completamente inibido, mas torna-se normal quando a concentracdo de &cidos
graxos livres é mantida alta por co-infusdo de uma emulsédo lipidica com heparina
(STEIN et al., 1996; Idem, 1997). Pesquisas clinicas mostram resultados
semelhantes em humanos em jejum por dois dias (DOBBINS et al.,, 1998) e
investigacbes experimentais atestam que a composicdo da gordura na dieta
influencia diretamente a secrecao de insulina estimulada por glicose (SAKO; GRILL,
1990; DOBBINS et al., 2002) Em ratos alimentados, a secrecdo de insulina
estimulada pela glicose é normal, vez que ja se encontra baixo o nivel de AG livres
circulantes (STEIN et al., 1996) mas uma elevacao artificial da concentragédo de AG

livres circulantes causa um dramatico aumento na secrec¢do, quando do estimulo por



glicose (DOBBINS et al., 1998) e, além disto, a poténcia insulinotropica dos acidos
graxos tem correlacdo direta com o tamanho da cadeia e o grau de saturacao
(STEIN et al., 1997). Aqui, portanto, a prépria alimentacdo natural do rato com a
infusdo experimental diaria de PUFA ®-3 ou ®-6 provavelmente levou a uma maior
secrecdo de insulina e, como conseqiéncia, uma queda na glicemia. No que diz
respeito as diminuicdes significativas da glicemia nos grupos G4 e G5, as drogas
testes, no caso respectivamente ternatina e dimetilsulféxido, na qualidade de
antioxidantes ja estabelecidos (SOUZA et al., 1997; KOKSAL et al., 2003) possuem
a capacidade de melhorar a agcdo da insulina, provavelmente, em parte, pela
protecdo das células B produtoras de insulina das agressfes dos radicais livres
(PAOLISSO et al., 1993; BARBAGALLO et al., 1999; FACCHINI et al., 2000), o que
acaba resultando em uma glicemia mais baixa. Cabe notar, en passant, que 0 ®-3,
com caracteristicas antioxidantes aqui demonstrado, goza também desta
propriedade e, talvez por isto, portador de dois fatores que fazem baixar a glicemia,
tenha exibido no tempo T2, a maior queda glicémica em média (FIGURA 26).

A bilirrubinemia ndo apresentou qualquer alteracdo significativa no
grupo hepatectomizado G2 em relacdo ao grupo controle G1, em todos os tempos
estudados (FIGURAS 28, 29 e 30). Mesmo com o aporte de TRT, DMSO e dos
PUFA ®-3 e -6, nenhuma mudanca significativa nas concentracdes de bilirrubina
total sanguinea foi detectada em quaisquer dos tempos (FIGURAS 28, 29 e 30).
Estes fatos estdo concordantes com a literatura vigente: na regeneracdo hepética
pés-HP praticamente todas as funcdes necessarias a homeostase organica
permanecem preservadas (MICHALOPOULQOS, 1990; ANDERSON et al.,1990;
KIRIMLIOGLU et al., 2006). A capacidade antioxidante dos tecidos e 6rgdos nao é
uniforme: varios modelos experimentais apontam que o figado é o 6rgdo de maior
capacidade antioxidativa, seguido pelo sangue, coracdo e musculo (Di MEO et al.,
1996). Em referéncia a TGP sanglinea, a hepatectomia (grupo G2) a fez subir
significativamente nos tempos T1 (p<0,05) e em T3 (p<0,01) (FIGURAS 31, 32 e 33).
O esperado € gue esta transaminase aumentasse, vez que ela € uma medida da
agressao hepética que, aqui, esta representada pela HP, e as concentracbes de
TGP nos grupos testes, com diminuicdo significativa (p<0,01) no tempo T3, em
relacdo a G2 (que teve um aumento significativo em relacdo a G1), apenas mostra

gue em todos eles a TGP fundamentalmente apresentou uma tendéncia ao retorno



dos niveis de concentracbes do grupo controle G1 (FIGURA 33). Na presente
investigacdo, exceto por algumas excecfes temporais que posteriormente se
equilibraram, as fungbes estudadas TGP, BT e Gli, se mantiveram em
concentracfes que nao levam a perturbacbes organicas, mesmo sob o aporte das
drogas TRT, DMSO e dos PUFA ®-3 e »-6, resultados concordantes com a
literatura onde os testes de funcdo hepatica ndo apresentam alteracdes significativas
seja com o aporte de 6leo de peixe, de vitamina E ou do &cido eicosapentandico
(EPA) (KIRIMLIOGLU et al., 2006). Além do mais, no que diz respeito a TGP,
significante dano hepético pode estar presente com niveis de transaminases
normais (REINTGEN; SABISTON, JR., 1987), exemplo classico do Principio de
Laennec (auséncia de prova ndo é prova de auséncia).

A regeneracdo hepatica € um fendmeno complexo. Muitos 06rgaos
exibem crescimento apds injaria, geralmente por mudancas hipertroficas sem
aumento expressivo da populacéo celular. O figado é Unico na sua habilidade em
apresentar um fendmeno essencialmente hiperplasico, com recomposicéo de células
e tecidos (STEER, 1995). Por outro lado, desde a descoberta do oxigénio por
Antoine Laurent Lavoisier no inicio do século XVIIl, a necessidade de controlar o
oxigénio tem sido reconhecida (KOHEN; NISKA, 2002). Priestley, no ultimo quarto
daqguele mesmo século, ja alertava sobre a toxicidade da molécula de oxigénio para
0 organismo humano, e comparava seu efeito no corpo a queima de uma vela: vez
gue uma vela queima mais rapido com oxigénio que com ar, O cOrpo mais
rapidamente se exaure neste “puro tipo de ar” (PRIESTLEY, 1775). Atualmente, o
oxigénio é considerado toxico a bactérias, plantas, células eucarioticas e humanos
(KOHEN; NISKA, 2002). E uma molécula intrigante, desempenhando papéis
aparentemente contraditérios: requerida por céulas procariéticas e eucaridticas para
a producdo de energia, freqientemente via cadeia de transporte de elétrons nas
mitocondrias eucaribticas, se mostra, ao mesmo tempo, como toxica e formando
radicais livres que, em um lado da moeda, possuem efeitos deletérios e participam
na patogénese de vérias doengas, enquanto que na outra face, sdo responsaveis
pela morte de patégenos quando gerados por macréfagos ativados ou por outros
fagdcitos do sistema imune (FANG; YANG; WU, 2002). Apesar do enorme e rapido
progresso da quimica e da biologia dos radicais livres, jA que estudos cientificos
envolvendo-os como constituintes fundamentais em processos lesivos as células s6

aparecem na segunda metade do século passado (HARMAN, 1956; KOHEN;



NISKA, 2002), a investigacdo do estresse oxidativo na regeneracao hepatica é bem
mais recente e ainda tem resultados escassos. A peroxidacéo lipidica induzida pela
hepatectomia parcial provavelmente tem papel neste processo de resposta
hiperplasica compensatoria (KURIR et al., 2004) e, como consequéncia, a pesquisa
dos antioxidantes na RH se impde. A regeneracao hepatica se comporta tal qual um
sistema homeostatico, onde os fatores inibidores e estimuladores da replicacdo dos
hepatdécitos estdo em equilibrio de tal forma que ha uma minima e sutil duplicacédo
celular. Mas, em resposta a uma situacédo de agresséo, os fatores estimulantes séo,
por um mecanismo de gatilho, induzidos a aumentar, pesando a balanca para a
proliferacdo celular. Tal proliferacdo, por si mesma, provavelmente induz a liberacéo
de fatores que sao inibidores e que, ao atingir um determinado
volume/concentracdo, jA sdo tantos os fatores frenadores, que o equilibrio é
novamente atingido e 0 processo regenerativo estaciona. Os resultados da presente
pesquisa fornecem subsidios para a hipétese que um destes fatores € o estresse
oxidativo, mas o preciso papel que a peroxidagdo lipidica desempenha na
regeneracao hepética € ainda desconhecido (RONCO et al., 2002; KIRIMLIOGLU et
al., 2006).



6 CONCLUSAO

A ternatina, o dimetilsulfoxido e o PUFA ®-3 frenaram o processo da
regeneracao hepatica pés-HP em ratos Wistar machos jovens, provavelmente via

inibicdo do estresse oxidativo.

O PUFA -6 induziu elevacédo nas concentracdes de TBARS, aumentando a
peroxidagao lipidica tanto no sangue como no figado, aumentando assim o estresse

oxidativo, e ndo modificou a regeneracéo pés-HP em ratos Wistar machos jovens.
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APENDICE A

Dados Brutos

As tabelas abaixo exibem os valores brutos coletados na pesquisa,
em sequéncia [ T1 (36h): 1 a 6, T2 (168h): 7 a 12, T3 (336h): 13 a 18], dos
parametros Peso dos Animais utilizados na pesquisa (g), Evolu¢cdo Cronoldgica do
Figado Residual (g), GSH no figado (umol/mg), GSH no sangue (umol/mL), TBARS
no figado (umol.MDA/mg), TBARS no sangue (umol.MDA/mL), Glicemia (mg%),

Blrrubinemia (mg%) eTGP no sangue (mUl/mL).

Project1:PESO dos ANIMAIS (g) - Mon Oct 30 22:48:41 2006

A B c D E F
G1(Simulado) G2(HP+SF)|G3(HP+-3)|G4(HP+TRT} G5(HP+DMSO)G6(HP+0-6}
Y Y Y Y Y Y

1 172 162 186 150 125.0 101
2 150 157 198 154 132.0 107
3 135 160 219 135 144.0 102
4 130 155 196 152 120.0 105
5 125 144 212 135 153.5 104
6 120 150 184 157 120.0 121
7 155 150 222 135 141.5 103
8 170 133 220 145 152.0 118

| 8 160 170 222 144 152.0 117
i 10 116 123 222 122 143.0 120
1 140 127 235 122 162.0 108
12 165 120 178 122 130.0 108
13 137 147 230 137 137.0 100
14 163 140 203 116 148.0 107
15 140 150 230 121 157.0 108
16 125 135 195 115 1480 113
17 165 138 222 120 137.0 103
i 18 150 165 232 114 141.0 120

Peso Médio Geral dos Ratos = 147,71 g



EVOLUCAO CRONOLOGICA DO FIGADO RESIDUAL posHP.pzf:Evolugio Cronoldgica /Figado Residual pos-HP (g) - Mon Oct 30 22:51:42 2006

; A B | C D E F
| G1(Simulado)] G2(HP+SF)|G3(HP+»-3)G4(HP+TRT|G5(HP+DMSO|G6(HP+q-6)
: Y Y Y Y Y Y
T 5.0 3.0 5.0 4.0 4.0 2.5
E 2 5.4 20 7.0 3.5 5.5 25
[ 3 7.0 25 5.0 6.0 5.0 20
4 5.0 35 45 3.0 6.0 25
| 8§ 5.0 29 6.0 5.0 4.0 2.0
i 6 5.0 2.8 55 45 6.0 3.0
7 7.5 5.0 5.0 55 5.5 6.0
8 7.0 35 5.5 5.0 45 5.0
9 6.0 55 6.0 55 6.0 5.0
10 5.0 40 6.8 5.0 6.5 55
11 40 5.0 55 4.5 6.0 6.5
12 4.0 54 4.5 5.0 45 5.0
13 6.0 6.0 7.0 6.0 8.0 8.0
14 7.0 6.5 7.0 7.0 8.0 6.0
15 6.5 6.0 6.0 6.0 7.0 7.0
16 8.0 6.0 7.0 6.5 8.0 6.0
17 8.0 5.8 5.0 7.0 7.0 7.0
| 18 55 6.0 7.0 7.0 7.0 6.0
GSH no Figado posHP todos os grupos.pzf:GSH no Figado posHP todos os tempos - Thu Oct 26 16:05:31 2006
& —— s = e
G1(Simulado G2(HP+Salina) G3(HP+»-3) G4(HP+TRT) G5(HP+DMSO) GB(HP+»-6)
Y Y Yy Y Y Y
1 192.587 437.143 579.163 399.160 223.677 518.553
2 145.473 623.200 518 553 400.603 223,357 513.747
3 176.400 426.083! 478.490 417 257 462,943 251.723
4 186.980 439.547 487.783 546.760 594.997 244 670
5 146.913 422077 403.487 399.180 340.027 234.093
6 179.607 412.623 395.153 399.160 348.840 234.253
7 216.147 434.737 259,257 255.410 272.397, 457.577
8 224.480 447 397 259.093 255,570 273.357 546.760
9 414.707 492 910 222 877 282,653 302.363] 402.047
10 406.533 518.553 222 087 284 737 208.680 416.470
11 214.543 412.943 308.937 298.037 248.357 224160
12 221.273 420.153 314.063 297.397 248.517 223.997
13 393.873 420.153 215.663 291.467 171.147 254127
14 518.553 424,000 215.343 294513 207.407 253.327
15 167.107 378.807 310.857 333.293 283.933 375.763
16 168.550 384.257 307.013 331.693 281.850 378.807
17 138.420 450.283 237.620 300.923 235,857 3668.467
18 139.060 474.320 239.063 302.043 234,577 377.847




GSH no Sangue pos HP todos os gtempos.pzi:GSH no Sangue posHP todos os tempos - Thu Oct 26 16:12:05 2006

[ “A B c D E F
G1(Simulado) | G2(HP+Salina) | G3(HP+-3) | GA(HP+TRT) | G5(HP+DMSO) | GB(HP+o-8)
Y Y Y Y Y Y
1 6.377 72.520 139.303 146.740 59.317 120.847
2 5133 72.660 201.603 153.820 60.853 121.235
3 13.427 93.800 202.757 89.823 65.087 130.587
4 13.043 93.157 127.263 159.430 62.520 121,230
5 22,783 69,443 130,817 177.700 133.023 126.100
G 14.837 73.033] 137.510 146,740 56.753 117.127
C7 25.990 99.440 131.997 157.620 62.520 129.433
C 8 26.500 101.490 138.663 158.403 59.060 76.110
i9 T 28207 101.747 135.970 158.020 59187 68.417
10 28.810 98.540 137.637 153.020 52.780 68.450
[ 11 25.603 102.130, 141.740 184.427 53.203 70.853
Y 25.220 36.757 136.483, 133.920 55.470 62.010
13 107.740 89.697 136.520 50.727 59.700 74.057
14 26.630 50.217 119.820 49.823 61.623 £0.700
15 48037 65.207 121.103 47140 62.263 64.573
16 58.933 111.360) 118.923 48.550 51.113 69.053
17 71.237 95.850 119.437 51.857 60.213 71.303
18 72.647 74.313 122,257 50.857 52.267 70.853
TBARS no Figado posHP todos os tempos.pzf TBARS no Figado Rasidual posHP - Thu Oct 26 15:45:57 2006
S ST " .
G1(Simulado) |G2(HP+SF)| G3(HP+p-3) [G4(HP+TRT| G5(HP+DMSQO) | GB(HP+w-6)
| Y Y Y Y Y Y
[ 1 0.150 0.191 0.135 0.141 0.143 0.176
™3 0.145 0.132 0.137 0.142 0.140 0.180
3 0.143 0.150 0.136 0.147 0.162 0.177
4 0.143 0.153 0.138 0.142 0.156 0.174
5 0.126 0.150 0.139 0.150 0.143 0.179
6 0.140 0.149 0.137 0.145 0.140 0.179
7 0.135 0.134 0.145] 0.142 0.135 0.176
| 8 0.131 0.134 0.152 0.142 0.138 0.169
D 0.136 0.133 0.139 0.141 0.135 0.168
: 10 0.137 0.139 0.141 0.144 0.140 0.168
[ 11 0.144 0.133 0.141 0.141 0.168 0.169
12 0.143 0.133 0.141 0.139 0.144 0.169
13 0.139 0.133 0.126 0.143 0.140 0.144
14 0.138 0.134 0.128 0.141 0.136 0.137
15 0.136 0.136 0.128 0.146 0.147 0.145
16 0.138 0.142 0.130 0.135 0.138 0.141
17 0.167 0.124 0.142 0.142 0.243 0.143
[ 18 0.166 0.127 0.139 0.137 0.234 0.144




TBARS no Sangue posHP todos os grupos.pzf.TBARS no Sangue posHP - Thu Oct 26 15:20:55 2006

i " - 5 e A
G1(Simulado) | G2(HP+Salina) | G3(HP+w-3) | G4(HP+TRT) | G5(HP+DMSO) |GB(HP+w-8) Data Set-G
Y Y Y Y Y Y Y
1 0.005 0.002 0.015 0.016 0.016 0.014
2 0.017 0.004 0.020 0.011 0.015 0.029
3 0.004 0.009 0.007 0.009 0.009 0.024
. 4 0.005 0.005 0.005 0.009 0.010] 0012
s 0.021 0.008 0.010 0.013 0.008 0.009
e 0.020 0.008 0.036 0.013 0.011 0.025
7 0.007 0.011 0.013 0.016) 0.013 0.017
[ 8 0.008! 0.011 0.008! 0.013 0.014 0.037
9 0.006/ 0.015) 0.012 0.017 0.010 0.046
10 0.005 0.012 0012 0.016 0.011 0.011
[ 11 0.012 0.010, 0.012 0.010 0.012 0.013
12 0.011 0.005 0.018 0.014 0.011 0.018
13 0.009 0.011 0.016 0.012 0.014 0.020)
14 0.014 0.010 0.002 0.011 0.014 0.017
[16 0.008 0.010 0.006 0.013 0.015 0.008
| 16 0.010 0.011 0.018 0.017 0.014 0.012
{17 0.011 0.010] 0.017 0.014 0.012 0.012
T18 0.013 0.010 0.013 0.015 0.014 0.015
GLICEMIA posHP pzf:GLICEMIA - Thu Qct 26 16:20:50 2006
- — ¢ 5 e £
Gi(Simulado) | G2(HP+Salina) | G3(HP+w-3) | GA4(HP+TRT) | G5(HP+DMSO) | GB(HP+n-6)
Y Y Y Y Y Y
K 181 129 131 81 114 19
P2 98 161 129 107 102 50
3 168 94 102 83 115 47
4 182 158 133 72 112 53
5 136 153 127 107 94 41
G 225 117 125 95 81 81
7 64 142 7 69 43 82
8 139 155 7 40 75 66
9 110 133 2 46 1 80
10 92 137 20 47 3 60
11 95 156 57 48 16 61
12 103 124 4 39 54 75
13 176 135 97 128 78 74
14 91 154 66 128 105 91
15 95 144 76 118 92 87
16 119 200 a3 116 20 o1
17 77 160 a1 96 67 65
118 32 152 69 107 108 60




BILIRRUBINEMIA posHP pzf-BILIRRUBINEMIA posHP - Thu Oct 26 16:24:42 2006

| A g = 5 - -

G1(Simulado) | G2(HP+Salina) | G3(HP+w-3) | G4(HP+TRT) | G5(HP+DMSO) | G6(HP+w-6)

Y Y Y Y Y Y
i 1 0.09 0.08 0.67 0.24 0.17 0.12
) 0.06 0.18 011 0.10 0.12 011
3 020 0.11 0.10 0.20 0.08 0.16
L" 0.01 0.14 0.03 0.21 0.14 0.14
I's 0.13 0.16 0.74 0.32 0.16 0.13
6 0.09 0.1 0.13 0.19 0.16 0.30
T7 0.12 0.06 0.04 0.08 0.03 0.02
8 0.08 0.09 0.10 0.30 0.03 0.08
9 0.01 0.05 0.08 0.10 0.06 0.09
} 10 0.03 0.04 0.02 0.04 0.05 0.10
|11 0.06 0.12 0.06, 0.08 0.12 0.02
Mz 0.05 0.11 0.07 0.10 0.05 0.04
13 0.11 0.04 0.03 0.06 0.03 0.10
13 0.01 0.02 0.11 0.12 0.02 0.02
15 0.01 0.07 0.06 0.13 013 0.10
16 0.03 0.07 0.07 0.05 0.04 0.05
P A7 0.07 0.01 0.03 0.06 0.06 0.02
| 18 0.03 0.13 0.02 0.11 0.01 0.05
TGPemia posHP pzf:-TGPemia posHP - Thu Oct 26 16:22:56 2006
T T B = —
G1(Simulado) | G2(HP+Salina) | G3(HP+w-3) | G4(HP+TRT) | G5(HP+DMSO) | GB(HP+w-6)
Y Y Y Y Y Y

1 37 175 159 93 127 65

2 29 235 53 123 79 53

3 73 118 69 158 67 54

4 4 223 76 110 80 69

5 51 181 459 122 89 50

3 40 71 63 189 26 197

7 64 39 39 32 30 48

8 41 44 41 32 26 a8

. 46 37 51 a7 34 T

10 3% 3 26 34 36 39

T 32 50 21 36 33 44

12 28 35 48 31 18 43

13 51 68 41 51 30) 47

T 37 83 3% 51 4] 36

. 15 37 80 32 45 25 37

TS 43 59 84 39, 25 47

17 45 94 56 56 30 37

18 20 66 39 54 . o




APENDICE B

Média, Desvio Padréo e Erro Padrdo da Média (E.P.M.) do Peso dos
Animais, da Evolucdo Cronoldgica do Figado Residual e dos
Grupos em cada tempo, para cada parametro.

PESO DOS ANIMAIS (g).pzf:Col Stats of PESO dos ANIMAIS (g):Column statistics - Mon Oct 30 23:25:50 2006

! A B c D E F
| ) G1(Simulado)| G2(HP+S5F) |G3{HP+@-3)G4(HP+TRT] G5(HP+DMSQ) GB(HP+a-6)
i Y Y Y Y Y Y
I 1 [Number of values 18 18 18 18 18 |18
[ 2 f
3 |[Minimum 116.0 120.0 178.0 114.0 120.0 100.0
4 |25% Percentile 127.5 134.0 195.5 120.5 131.0 103.0
5 Median 145.0 148.5 219.5 135.0 142.3 107.5
6 |75% Percentile 164.0 1685 226.0 147.5 152.0 117.5
7 |Maximum 172.0 170.0 2350 157.0 162.0 121.0
8
9 |Mean 145.4 145.9 211.4 1331 141.3 108.2
. 10 |5td. Deviation 18.08 14.55 18.02 14.57 12.31 7.131
- 11 |Std. Error 4.260 3.430 4248 3.435 2.902 1.681
12
13 {Lower 95% Cl of mean |136.5 138.7 202.8 1259 135.2 105.6
| 14 {Upper 95% Cl of mean [154.4 153.1 2204 1140.4 147 4 1127
15 "
16 |Sum 2818 2626 3806 !2396 2543 1965




;A0 CRONOLOGICA DO FIGADO RESIDUAL posHP pzf-Col Stats of Evolugdo Cronoldgica /Figado Residual pos-HP (g):Column statistics - Mon Oct 30 23;33:0¢

A B [ b [ E F
i G1(Simulado)| G2({HP+SF)| G3(HP+w-3)| GA{HP+TRT)|GS(HP+DMSQ)|GE(HP+p-6)
i Y Y Y Y Y Y
"1 [Number of values 18 18 18 18 18 18
2
I3 IMinimum 4.000 2.000 4.500 3.000 4.000 2.000
4 125% Percentile 5.000 2.950 5.000 4.500 4750 2.500
5 IMedian 5.750 5.000 5.750 5250 6.000 5.250
6 |75% Percentile 7.000 £.000 7.000 B5.250 7.000 6.250
7 |Maximum 8.000 6.500 7.000 7.000 8.000 8.000
]
9 |Mean 5839 4,522 5.850 5.333 6.028 4.861
10 |Std. Deviation 1.261 1.479 0.9231 1.176 1.311 1.639
;i 11 |Std. Error 0.2973 0.3486 0.2176 0.2771 0.3091 0.4570
5: 12
13 |Lower 95% CI of mean |5.312 3787 5391 4749 5376 3.897
14 |Upper 95% Cl of mean |6.566 5.258 6.309 5918 6.680 15.825
15
16 |Sum 1_06.9 81.40 105.3 96.00 108.5 87.50
GSH no Figade posHP (T1).pzf:Col Stats of GSH no Figado posHP (T1):Column statistics - Mon Oct 30 20:45:19 2006
e i - S 5 g
G1(SimuladolG2(HP+Salinal33(HP+w-3[G4(HP+TRT[E35(HP+DMSOGE(HP+, -6
Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values 6 6 8 8 <] 6
2
3 |Minimum 145.5 412.6 3952 3992 223.4 234.1
4 |25% Percentile 146.2 417.4 399.3 399.2 2235 2342
5 |Median 178.0 4318 4831 3999 3444 248.2
6 175% Percentile 189.8 531.4 548.9 482.0 506.5 516.2
7 |Maximum 192.6 623.2 579.2 546.8 550.0 5186
8
9 |Mean 171.3 460.1 477.1 427.0 358.1 3328
10 |Std. Deviation 20.28 80.51 69.84 59.09 1300 1422
11 {Sid. Error 8.278 32.87 28.51 2412 53.06 58.03
12
13 |Lower 95% Cl of mean }150.0 3756 403.8 365.0 2218 183.7
14 |Upper 95% Cl of mean |192.6 5446 550.4 482.0 494.5 482.0
15
16 |Sum 1028 2761 2863 2562 2149 1997




GSH no Figado posHP (T2).pzf:Col State of GSH no Figado posHP (T2):Column statistics - Mon Oct 30 20:46:13 2008

_ . A 5 c 5 B F
G1(Simulado)32(HP+Salina] G3{HP+»-3)G4(HP+TRTIG5(HP+DMSO)G6(HP+1-6)
Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values =1 8 53 6 6 6
2
3 |Minimum 214.5 4129 2221 2554 2484 2240
4 |25% Percentile 215.3 416.5 2225 255.5 248.4 2241
5 Median 2229 441 1 2592 2837 2729 4093
6 |75% Percentile 4108 505.7 ans 2977 300.5 502 2
7 [Maximum 4147 518.6 3141 298.0 302.4 546.8
8
9 [Mean 2829 454 4 264.4 279.0 273.9 378.5
10 |Std. Deviation 98.99 4225 40.05 19.25 2334 129.8
11 15td. Error 40.41 17.25 16.35 7.858 9.528 52.99
12
13 {Lower 95% Cl of mean [179.1 410.1 2224 258.8 2495 242.3
14 |Upper 95% Cl of mean |386.8 498.8 306.4 2992 288.4 5147
15
16 |Sum 1698 2727 I_'i586 1674 1644 2271
GSH no Figado posHP (T3).pzf.Col Stats of GSH no Figado posHP (T3):Column statistics - Mon Oct 30 20:47:09 2006
— N G e b 3 g—
i G1(Simulado)32(HP+Salina]G3(HP+,-3[34(HP+TRTIGS(HP+DMSO]GE(HP+;-6)
i Y Y Y Y Y Y
' 1 {Number of values 6 6 6 & 6 6
2
. 3 |Minimum 138.4 378.8 215.3 291.5 1711 253.3
i 4 |25% Percentile 138.7 3815 2155 293.0 189.3 253.7
] 5 |Median 167.8 422 1 2383 301.5 2352 3711
I B |75% Percentile 456.2 462.3 308.9 3325 2829 378.3
i T [Maximum 5186 4743 3109 3333 2839 378.8
i 8
. 9 |Mean 2543 4220 2543 309.0 2358 3344
i 10 |Std. Deviation 161.8 36.97 43.58 18.63 43.42 62.63
| 11 |Std. Error 66.07 15.09 17.79 7.607 17.72 25.57
i 12
13 |Lower 95% Cl of mean |84.41 383.2 208.5 289.4 190.2 268.7
14 |Upper 95% Cl of mean |424.1 460.8 300.0 328.5 2814 4001
| 15
| 16 |Sum 1526 2532 1526 1854 1415 2008




GSH no Sangue posHP (T1).pzf:Col Stats of GSH no Sangue posHP (T1):Column statistics - Mon Oct 30 20:48:14 2006

! A B Cc D E F
. 51(Simuladof32{HP+Salina)G3(HP+w-3G4(HP+TRTG5(HP+DMSO|GE(HP+x»-6;
Y Y Y Y Y Y
.1 |[Number of values 6 8 6 6 6 6
2
3 {Minimum 5.133 69.44 127.3 §9.82 56.75 1171
| 4 |25% Percentile 5755 7098 132.4 118.3 58.04 119.0
| 5 |Median 13.24 72.85 139.6 150.3 61.69 121.2
6 |75% Percentile 18.81 93.48 202.2 168.6 99.05 128.3
7 |Maximum 22.78 93.80 202.8 177.7 133.0 130.6
8
9 |Mean 12.60 79.10 158.0 1457 72.93 122.9
10 [Std. Deviation 6.388 11.21 34.49 29.67 2908 4,742
11 |Std. Error 2.608 4,577 14.08 2.1 12.07 1.936
12
13 |Lower 95% CI| of mean |5.896 67.34 121.8 114.6 41.89 1179
14 |Upper 95% Cl of mean {19.30 90.87 194.2 176.9 104.0 127.8
15
16 1Sum 75.60 4746 948.3 874.3 4376 7371
GSH no Sangue no posHP (T2}.pzf:Col Stats of GSH no Sangue posHP (T2):Column statistics - Mon Oct 30 20:49:19 2006
& 5 e 5 e - g -
IG1(Simuiado)32(HP+Salina)G3{HP+wn-3)G4(HP+TRTIG5(HP+DMSOJG6(HP+1-6)
Y Y Y Y Y | Y
1 |Number of values [ 5] 6 & 3] J|6
2 .
3 |Minimum 2522 36.76 132.0 133.9 52.78 62.01
4 |25% Percentile 2541 67.65 134.0 143.5 53.04 165.21
. 5 |Median 2625 100.5 1371 157.8 57.27 169,85
[ 6 |75% Percentile 28.55 101.9 140.2 171.4 60.85 102.8
7 |Maximum 28.81 102.1 141.7 184.4 62.52 129.4
| 8
.9 IMean 26,74 90.02 1371 157.6 57.05 79.21
710 |Std. Deviation 1.479 26.13 3.224 16.14 3.831 25.02
! 11 {Std. Error 0.6037 10.67 1.316 6.588 1.564 10.21
12
i 13 {Lower 95% Cl of mean |25.18 62.60 133.7 140.6 53.03 52.66
| 14 {Upper 95% CI of mean |28.29 117.4 140.5 174.5 61.07 105.5
18
16 [Sum 160.4 540.1 8225 9454 3423 4753




GSH no Sangue posHP (T3).pzf:.Col Stats of GSH no Sangue posHP (T3):Column statistics - Mon Oct 30 20:50:20 2006

[ A B c D E F
! - G 1(Simulado}32(HP+Salina)[G3(HP+y-3]G4(HP+TRT G5(HP+DMSOJGE(HP+,-6,
il Y Y Y Y Y Y
i 1 |Number of values 6 6 6 6 B 6
[ 2
3 |[Minimum 26.83 50.22 118.9 47.14 51.11 64.57
4 |25% Percentile 37.33 57.71 119.2 47 85 51.69 66.81
5 [Median 65.09 82.01 120.5 50.28 59.96 70.28
6 |75% Percentile 90.19 103.6 1294 51.36 61.94 7268
7 |Maximum 107.7 111.4 136.5 51.86 62.26 74.06
8
9 |Mean 64.20 81.11 123.0 49.83 57.86 69.92
| 10 |Std. Deviation 27.27 22.18 6.729 1.723 4.884 3.140
|11 |Std. Error 11.13 9.055 2.747 0.7034 1.994 1.282
|12
i 13 |Lower 95% Cl of mean |35.59 57.83 1159 48.02 52.74 66.63
| 14 |Upper 95% Ci of mean |92.82 104.4 130.1 5183 62.99 73.22
- 15
i 16 |Sum 3852 486.8 7381 299.0 347.2 419.5
TBARS no Figado posHP (T1).pzf.Col Stats of TBARS no Figado posHP (T1).Column statistics - Mon Cct 30 20:56:09 2008
_ o B c ’. 5 e
51(Simulado|G2(HP+SF)|G3{HP+o-354(HP+TRT35(HP+DMSO|GB(HP+¢-6|
Y Y Y Y Y Y
1 [Number of values 6 6 6 '!'6 6 6
2 [
3 |[Minimum 0.1260 0.1320 0.1350 0.1410 0.1400 0.1740
4 125% Percentile 0.1330 0.1405 0.1355 0.1415 0.1400 0.1750
5§ |Median 0.1430 0.1500 0.1370 '10.1435 0.1430 0.1780
6 75% Percentile 0.1475 0.1720 0.1385 ‘!0.1485 0.1580 0.1795
7  Maximum 0.1500 0.1910 0.1380 jO.1500 0.1620 0.1800
8
9 [Mean 01412 0.1542 0.1370 0.1445 0.1473 0.1775
10 |Std. Deviation 0.008134 0.01955 0.001414 j0.003507 |0.009331 0.002258
11 |Std. Error 0.003321 0.007981 |0.0005773 (0.001432 {0.003809 0.0009220
12
13 |Lower 95% Cl of mean |0.1326 0.1337 0.1355 0.1408 0.1375 0.1751
14 |Upper 95% CI of mean ]0.1497 0.1747 0.1385 0.1482 0.1571 0.1799
15 5
16 |Sum 0.8470 0.9250 0.8220 [0.8670 0.8840 1.085




TBARS ne Figado posHP (T2).pzf:Col Statz of TBARS no Figado posHP (T2):Column statistics - Mon Oct 30 21:01:26 2006

K] B c = 5 -
G1(Simulado)|G2(HP+SFIG3(HP+a-3JG4(HP+TRT [G5(HP+DMSOJG6(HP+w-6)
Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values 6 6 6 6 6 6
2
3 [Minimum 0.1310 01230  [0.1390  [01390  [0.12350 0.1680
4 [25% Percentile 0.1330 01330  |0.1400  |0.1400  |0.1350 0.1680
5 |Median 0.1365 01335  [0.1410  [0.1415  |0.1290 0.1690
6 |75% Percentile 0.1435 0.1365  [0.1485  |0.1430  |0.1560 0.1725
7 |Maximum 0.1440 01390  |0.1520  |0.1440  |0.1680 0.1760
)
9 |Mean 0.1377 01343 [0.1432  |0.1415  |0.1433 0.1698
10 [Std. Deviation 0.004967  |0.002338 |0.004750 |0.001643 |0.01255 0.003061
11 |Std. Ervor 0.002028  |0.0009545 [0.001939 |0.0006708 ]0.005123 0.001249
1z
13 [Lower 95% Cl of mean [0.1325 01319 |0.1382  |0.1398  |0.1302 0.1666
(™14 [Upper 95% CI of mean [0.1429 01368  [0.1482  [0.1432  |0.1565 0.1730
18
16 [Sum 0.8260 0.8060  |0.8590  [0.8490  |0.8600 1.019

TBARS no Figado posHP (T3).pzl:Col Stats of TBARS no Figado posHP (T3):Column statistics - Mon Oct 30 20:58:34 2006

0.8840

A g s B - —F
- G1{Simulado}|G2(HP+SF)|G3(HP+&-3)G4{HP+TRTG5(HP+DMSO|GE(HP+»-6.
Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values 8 8 B 6 8 5]
2
! 3 Minimum 0.1360 0.1240 0.1260 0.1350 0.1360 0.1370
! 4 |25% Percentile 0.1370 0.1255 0.1270 0.1360 0.1370 0.1390
if § Median 0.1385 0.1335 0.1290 0.1415 0.1435 0.1435
6 |75% Percentile 0.1865 0.1390 0.1405 0.1445 0.2385 0.1445
7 |Maximum 0.1670 0.1420 0.1420 0.1460 0.2430 0.1450
a2
9 [Mean 0.1473 0.1327 0.1322 0.1407 0.1730 0.1423
10 |Std. Deviation 0.01488 0.006432 |(0.006646 {0.004033 {0.05095 0.002944
11 |Std. Error 0.008075 0.002629 (0.002713 0.001847 |0.02080 0.001202
i 12
: 13 |Lower 95% Cl of mean (0.1317 0.1259 0.1252 0.1364 0.1195 0.1392
!_1_4 Upper 95% Cl of mean |0.1630 0.1394 0.1391 0.1449 0.2265 0.1454
15
| 16 |Sum 0.7980 0.7930 0.8440 1.038 0.8540




TBARS no Sangue pos HP (T1).pzf:Col Stats of TBARS no Sangue posHP (T1):Column statistics - Mon Oct 30 20:51:43 2006

& 5 | ~—&" 5 E v
! G1(Simulado)iG2(HP+Salina)|G3(HP+w-3)G4{HP+TRT)G5(HP+DMSO)GE(HP+¢-6,
i: ] Y ¥ ¥ Y Y
"1 |Number of vaiues |6 6 6 6 6 6
P2
: 3 |Minimum 0.0040 0.0020 0.0050 0.0090 0.0080 0.0090

4 |25% Percentile 0.0045 0.0030 0.0060 0.0090 0.0085 0.0105
| 8 |Median 0.0110 0.0065 0.0125 0.0120 0.0105 0.0190
' 6 |75% Percentile 0.0205 0.0085 0.0280 0.0145 0.0155 0.0270
' 7 |Maximum 0.0210 0.0080 0.0360 0.0160 0.0160 0.0280
-8
’] 9 [Mean 0.0120 0.0060 0.0155 0.01183 0.0115 0.01883
: 10 |Std. Deviation 0.008149 0.002757 0.01143 0.002714  |0.003271 0.008183
! 11 |Std. Error 0.003327 0.001125 0.004667 [0.001108 |0.001335 0.003341
P12
I 13 |Lower 95% Cl of mean [0.003449 0.003107 0.003502 |0.008985 |0.008067 0.01025
; 14 |Upper 95% Cl of mean |0.02055 0.008893 0.02750 0.01468 0.01483 0.02742
115
;| 16 [Sum 0.0720 0.0360 0.09300 0.0710 0.0620 0.1130

TBARS no Sangue pos HP (T2).pzf:Col Stats of TBARS no Sangue posHP (T2):Column statistics - Mon Oct 30 20:52:53 2006
| - E g z 2 S s — F
I [51(Simulado)G2(HP+Salina)G3(HP+u-3)G4(HP+TRTGS(HP+DMSO|GE(HP+-8)
Y [ Y Y Y Y Y

1 |[Number of values 6 '6 6 6 6 (¢}

2

3 |Minimum 0.0050 0.0050 0.0080 0.0100 0.0100 0.0110

4 |25% Percentile 0.0055 0.0075 0.0100 0.0115 0.0105 0.0120

§ |Median 0.0075 0.0110 0.0120 0.0150 0.0115 0.0175

6 |75% Percentile 0.0115 i0_0135 0.0155 0.0165 0.0135 0.0415
| 7 |Maximurn 0.0120 ;G.GTSD 0.0180 0.0170 0.0140 0.0480
K J

9 |Mean 0.008167 10.01067 0.0125 0.01433. 0.01183 0.02367

10 |Std. Deviation 0.002787 j0.003266 0.003209 (0.002582 [0.001472 0.01433

11 |Std. Error 0.0011238  [0.001333 0.001310 |0.001054 !0.0006008 0.005852

12 '

13 |Lower 95% C! of mean [0.005242  [0.007239 0.009132 {0.01162 0.01029 0.008624
| 14 |Upper 95% Cl of mean [0.01109 '10.[]1409 0.01587 0.01704 0.01338 0.03871
15 .
| 18 |Sum 0.0490 jU,UGJID 0.0750 0.0860 0.0710 0.1420




TBARS no Sangue pos HP (T3).pzf:Col Stats of TBARS no Sangue posHP (T3):Column statistics - Mon Oct 30 20:55:06 2006

I i - & 5 — g e
G1(Simulado)32(HP+SalinajG3(HP+n-3JG4(HP+TRTIGS(HP+DMSQO]|GE(HP+-6)

' Y Y Y Y Y Y
' 1 |Number of values 6 6 6 6 6 6

2

3 [Minimum 0.0080 0.0100 0.0020 0.0110 0,0120 0.0080
4 |25% Percentile 0.0085 0.0100 0.0040 0.0115 0.0130 0.0100
5 |Median 0.0105 0.0100 0.0145 0.0135 0.0140 0.0135
6 |75% Percentile 0.0135 0.0110 0.0175 0.0160 0.0145 0.0185
| 7 {Maximum 0.0140 0.0110 0.0180 0.0170 0.0150 0.0200
8
"9 |Mean 0.01083 0.01033 00120  [0.01367  [0.01383 0.0140
i 10 |Std. Deviation 0.002317  |0.0005164 |0.006542 [0.002160 |0.0009832  |0.004243
| 11 |Std. Error 0.0009458 |0.0002108 |0.002671 [0.0008819 |0.0004014  |0.001732
" 12

13 |Lower 95% Ci of mean [0.008402  |0.009791 0.005134 (0.01140  [0.01280 0.009548
14 [Upper 95% Cl of mean |0.01326 0.01088 0.01887 [0.01593  0.01487 0.01845
15 -

16 [Sum 0.0650 0.0620 0.0720 0.0820 0.0830 0.08400

GLICEMIA (T1).pzf:Col Stats of GLICEMIA posHP (T1):Column statistics - Mon Oct 30 20:30:23 2006
e & 5 = B . .
G1{Simulado)|G2{HP+Salina)|G2(HP+-3] G4(HP+TRT)G5(HP+DMSO)GE(HP+0-6

! Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values 6 5 6 6 5 [
P2
© 3 {Minimum 98.00 94.00 102.0 72.00 81.00 19.00

4 |25% Percentile 117.0 105.5 113.5 76.50 87.50 30.00
i 5 [Median 174.5 141.0 128.0 89.00 107.0 48.50
I 6 |75% Percentile 203.5 159.5 132.0 107.0 1145 57.00
{7 |Maximum 225.0 161.0 133.0 107.0 1150 61.00
: 8
779 |Mean 165.0 135.3 1245 90.83 103.0 45.17
| 10 |Std. Deviation 4355 26.72 11.38 14.51 13.51 14.43
' 11 |Std. Error 17.78 10.91 4,646 5.924 5.514 5.800

12
i 13 |Lower 95% Cl of mean [119.3 107.3 112.6 75.61 88.83 30.03
I 14 (Upper 95% Cl of mean |210.7 163.4 136.4 106.1 117.2 60.31
T3
| 16 |Sum 990.0 812.0 747.0 545.0 618.0 271.0




GLICEMIA posHP(T2).pzf:Col Stats of GLICEMIA posHF (T2):Column statistics - Mon Oct 30 20:32:50 2006

A B o D E F
G1(Simulado}G2(HP+S5alina)Ga(HP+am-3]GA(HP+TRT)G5(HP+DMSO)GE(HP +0-6,
B Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values 6 6 6 6 6 6
2
3 |Minimum 64.00 124.0 2.000 39,00 3.000 60.00
| 4 [25% Percentile 78.00 128.5 3.000 39.50 7.000 60.50
I 5 |Median 99.00 139.5 7.000 48.50 29.50 70.50
6 |75% Percentile 1245 1555 38.50 58.50 64.50 81.00
7 |Maximum 139.0 156.0 57.00 69.00 75.00 82.00
| 8
9 |Mean 100.5 1412 16.17 4817 33.67 70.67
10 |Std. Deviation 24 55 12.58 20.97 10.87 28.20 0,626
11 |Std. Error 10.02 5.134 8.561 4438 11.51 3.930
12
13 {Lower 95% Cl of mean |74.74 128.0 -5.841 36.76 4.076 60.56
14 [Upper 95% Cl of mean |126.3 154.4 38.17 59.57 63.26 80.77
15
16 |Sum 603.0 847.0 97.00 289.0 202.0 424.0
GLICEMIA posHP(T3).pzf.Col Stats of GLICEMIA posHP (T3):Column statistics - Mon Oct 30 20:34:27 2008
T e 5 = =
G1(Simulado)G2(HP+S2lina)|G3(HP+w-3)|GA(HP+TRT)G5(HP+DMSO] G&(HP+-6
Y Y Y Y Y Y
1 |[Number of values 6 6 6 6 6 6
2
~ 3 [Minimum 32.00 135.0 66.00 96.00 67.00 60.00
| 4 |25% Percentile 54.50 139.5 67.50 1015 72.50 62.50
i 5 |Median 93.00 153.0 83.50 115.5 91.00 80.50
- & |75% Percentile 1475 180.0 95.00 128.0 106.5 91.00
7 |Maximum 176.0 200.0 97.00 128.0 108.0 91.00
]
9 |Mean 98.33 157.5 82.00 115.0 90.00 78.00
10 |{Std. Deviation 47.71 22.55 13.33 12.36 1566 1362
| 11 [std. Error 19.48 9.208 5.441 5,046 6.393 5.562
12
13 |Lower 95% Cl of mean [48.27 133.8 68.01 102.0 73.57 63.70
14 |[Upper 95% Cl of mean |148.4 181.2 9599 128.0 106.4 92.30
15
16 |Sum 590.0 945.0 492.0 690.0 540.0 468.0




Bilirrubinemia posHP (T1).pzf:Col Stats of Bifimubinemia Total posHP (T1):Column statistics - Mon Oct 30 20:36:36 2006

; — B 5 5 E & Rle
G1(Simulado)G2(HP+Salina)lG3(HP+-3]G4(HP+TRTG5(HP+DMSO|GE(HP+»-6)
Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values 6 6 6 & &) 6
2
3 [Minimum 0.0100 0.0800 0.0800 0.1000 0.0800 0.1100
4 |25% Percentile 0.0350 0.0950 0.0950 0.1450 0.1000 0.1150
5 |Median 0.0800 0.1250 0.1200 0.2250 0.1500 0.1350
! 6 |75% Percentile 0.1650 0.1700 0.7050 0.3100 0.1650 0.2300
. 7 {Maximum 0.2000 0.1800 0.7400 0.3200 0.1700 0.3000
i 8
I 9 |Mean 0.09667 0.1300 0.3067 0.2267 0.1383 0.1600
é 10 |Std. Deviation 0.06439 0.03688 0.3086 0.07992 0.03371 0.07071
1 11 Std. Error 0.02629 0.01506 0.1264 0.03263 0.01376 0.02887
12
13 |Lower 95% CIl of mean |0.02909 0.09130 -0.01826 [0.1428 {0.1030 0.08579
14 |Upper 95% C! of mean |0.1642 0.1687 0.6316 0.3105 0.1737 0.2342
15
16 [Sum 0.5800 0.7800 1.840 1.360 '[Cl. 8300 0.89600
Bilirubinemia posHP {T2).pzf:Col Stats of Bilirrubinemia Total posHP (T2):Column statistics - Mon Oct 30 20:37:34 2006
o ‘ —B = —p E E
G1 (Simulado)lG2{HP+S alina)|33(HP+u-3)G4(HP+TRTIG5(HP+DMSOJGE(HP+1-6]
Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values 6 6 6 [ 6 6
2
3 |Minimum 0.0100 0.0400 0.0200 0.0400 0.0300 0.0200
4 125% Percentile 0.0200 0.0450 0.0300 0.0600 0.0300 0.0200
5 Median 0.0550 0.0750 0.0600 0.0900 0.0500 0.0600
6 |75% Percentile 0.1000 0.1150 0.0850 0.2000 0.0800 0.0950
7 [Maximum 0.1200 0.1200 0.1000 0.3000 0.1200 0.1000
8
g |[Mean 0.05833 0.07833 0.05833 0.1167 0.05667 0.05833
10 |Std. Deviation 0.03869 0.03312 0.02714 0.09245 0.03327 0.03601
11 |Std. Error C.01579 0.01352 0.01108 0.03774 0.01358 0.01470
12
13 |Lower 95% Cl of mean }0.01773 0.04358 0.02985 0.01865 0.02176 0.02054
14 |Upper 95% Cl of mean }0.09893 0.1131 0.08682 02137 0.09158 0.08612
15
| 15 Sun 03500 04700 j0.3%00  |0.7000  |0.3400 03500




Bilirubinemia posHP (T3).pzf.Col Stats of Bilirubinemia Total posHP (T3):Column statistics - Mon Oct 30 20:38:35 2006

i. A B [ D E F
G 1(Simulado)|G2(HP+Salina){G3{HP+u-3)G4(HP+TRTG5(HP+DMSO6(HP+»-6
Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values |6 6 6 6 6 6
2
3 |Minimum 0.0100 0.0100 0.0200 0.0500 0.0100 0.0200
4 |25% Percentile 0.0100 0.0150 0.0250 0.0550 0.0150 0.0200
& |Median 0.0300 0.0550 0.0450 0.0850 0.0350 0.0500
6 |75% Percentile 0.0800 0.1000 0.0800 0.1250 0.0950 0.1000
7  (Maximum C.1100 0.1300 0.1100 0.1300 0.1300 0.1000
8
9 |Mean 0.04333 0.05667 0.05333 0.08833  |0.04833 0.05667
10 |Std. Deviation 0.03833 0.04367 0.03386 0.03545 0.04355 0.03615
11 |Std. Error 0.01608 0.01783 0.01382 0.01447 0.01778 0.01476
12
13 |Lower 95% Cl of mean [0.002061 0.01084 0.01780 0.05113 0.002630 0.01873
14 |Upper 95% CI of mean [0.08461 0.1025 0.08887 0.1255 0.09404 0.09460
15
16 [Sum 0.2600 0.3400 0.3200 0.5300 0.2900 0.3400
TGPemia posHP (T1).pzf.Col Stats of TGPemia posHP (T1):Column stalistics - Mon Oct 30 20:40:33 2006
A TR & b E Eo
51(Simulade)G2(HP+Salina¥G3(HP+o-3|G4(HP+TRTIG5(HP+DMSOGE(HP+1-6;
Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values € & 6 6 6 6
2
3 |Minimum 29.00 71.00 53.00 93.00 26.00 50.00
4 125% Percentile 33.00 94,50 58.00 101.5 46.50 51.50
5 |Median 40.50 178.0 72.50 1225 79.50 59.50
6 175% Percentile 62.00 229.0 309.0 173.5 108.0 133.0
7 |Maximum 73.00 2350 459.0 189.0 127.0 197.0
8
9 [Mean 4517 167.2 146.5 13256 78.00 81.33
10 |Std. Deviation 15.37 6267 157.8 34.96 3272 57.15
11 |Std. Error 6.274 2558 64.42 14.27 13.36 23.33
12
13 |Lower 95% Cl of mean |29.04 101.4 -19.10 95.82 43867 21.38
| 14 |Upper 95% Cl of mean |61.29 2329 3121 169.2 112.3 141.3
| 18
I 16 |Sum 271.0 1003 879.0 795.0 468.0 488.0




TGPemia posHP (T2).pzf:Col Stats of TGPemia posHP (T2):Column statistics - Mon Oct 30 20:41:25 2006

A B [ D E F
51 (Simulado)52(HP+SaiinajGa(HP+o-334(HP+ TRTIG5(HP+DMSO| G6(HP+0-6
Y Y Y Y Y Y
| 1 |Number of values 6 6 6 & 6 6
|2
3 {Minimum 32.00 35.00 26.00 31.00 18.00 36.00
' 4 |25% Percentile 34.00 36.00 28.50 31.50 20.50 37.00
| 5 |Median 4350 41.00 40.00 33.00 28.00 41.00
i 6 |75% Percentile 56.00 47.00 49.50 36.50 35.00 46.00
| 7 Maximum 84.00 50.00 51.00 37.00 36.00 48.00
I8
.i 9 |Mean 44.50 41.33 39.33 33.67 27.83 41.33
Ii 10 |Std. Deviation 11.27 5.485 9.606 2.422 6.824 4457
i 11 |Std. Error 4603 2231 3.921 0.2888 2786 1.820
| 12
|' 13 [Lower 95% CI of mean |32.67 3560 29.25 3112 20.67 36.66
' 14 |Upper 95% Cl of mean |56.33 47 07 49 41 36.21 3499 46.01
T
: 16 {Sum 267.0 2480 236.0 202.0 167.0 248.0
TGPemia posHP {T3).pzf:Col Stats of TGPemia posHP (T3).Column statistics - Mon Oct 30 20:42:33 2006
A — = & E E——
G1(Simulado)32(HP+Salinalc3(MP+,-334(HP+TRTIGS(HP+DMSOGB(HP+¢-6
Y Y Y Y Y Y
1 |Number of values & 6 6 6 6 B
2
3 [Minimum 20.00 59.00 32.00 36.00 25.00 33.00
4 |25% Percentile 28.50 62 50 34.00 40.50 25.00 35.00
5 |Median 40.00 7400 40.00 51.00 30.00 41.50
6 |75% Percentile 48.00 88.50 70.00 55.00 40.50 47.00
7 |Maximum 51.00 94.00 8§4.00 56.00 46.00 47.00
8
9 |Mean 38.83 75.00 48.00 4883 31.83 4117
10 |Std. Deviation 10.63 12.93 19.44 7.305 7.885 6.210
11 |Std. Error 4339|5279 7.937 2.982 3.219 2535
Mz
! 13 |Lower 95% Ci of mean |27.68 61.43 27.60 4117 23.56 34.65
14 |Upper 95% Cl of mean [49.99 88.57 68.40 56.50 40.11 47.68
15
16 |Sum 2330 450.0 288.0 293.0 191.0 2470




APENDICE C

Teste de Kruskal-Wallis dos Dados Brutos

PESO DOS ANIMAIS (g).pzf;1way ANOVA of PESO dos ANIMAIS (g):Tabular results - Mon Oct 30 23:27;30 2006

| A e ™
| Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
i 7 Y Y
"1 |Table Analyzed
™2 [PESO dos ANIMAS (g)

3 [Kruskal-VWallis test

4 | Pvalue P<0.0001

5 | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation

& | Pwvalue summary b

7 Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes

8 Mumber of groups &

9 | Kruskal-Wallis statistic 7515

CAD CRONOLOGICA DO FIGADO RESIDUAL posHP. pzf: Tway ANOVA of Evolug@io Cronolégica (Figade Residual pos-HP {g):Tabular results - Mon Oct 30 23:22:%

% B —
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
_,, Y Y Y
:[ 1 |Table Analyzed
! 2 |Evolugio Cronolégica /Figado Residual po
3 [Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue 0.0417 -
| § | Exactor approximate P value? Gaussian Approximation
| & | Pvalue summary *
| 7 | Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
8 | Number of groups 6
| 9 | Kruskal-Wallis statistic 11.53




GSH no Figado posHP (T1}.pzl:1way ANOVA of GSH na Figade posHP (T1):Tabular resulis - Fri Oct 27 15:07:56 2008

N s &
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
Y Y Y
1 |Table Anaiyzed
: 2 |GSH no Figado posHP (T1)
i_3 Kruskal-\Wallis test
4 P value 0.0020
§ | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
6 | Pvalue summary bl
- T | Do the medians vary signif, (P <0.05) [Yes
|L__B Number of groups 6
. ¥ | Kruskal-Wallis statistic 18.94
Projectt:1way ANOVA of GEH no Figado posHP (T2):Tabular results - Fri Oct 27 15:35:46 2006
- B —
T Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
i Y Y Y
1 |Table Analyzed
"2 "|GSH no Figado posHP (T2)
. 3 |Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue 0.0112
& Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
6 | P value summary *
T Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
* 8 | Number of groups 3]
9 | Kruskal-Wallis statistic 14.81
Project1:1way ANMOVA of GSH no Figado posHP (T3):Tabular results - Fri Oct 27 16:01:20 2006
A 5 P
: Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
; Y Y X
i 1 |[Table Analyzed
2 [GSH no Figado posHP (13) -
i3 |Kruskal-Wallis test
' 4 | Pvalue 0.0033
5 | Exactor approximate P value? Gaussian Approximation -
6 P value summary -
: 7 { Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
[ 8 I Number of groups 5]
[ 9

Kruskal-Wallis statistic

17.73




Projectt: tway ANOVA of GSH no Sangue posHP (T1):Tabular resuits - Sat Oct 28 14:05:37 2006

. —x -5
! Parameter Vaiue Data Set-B | Data Set-C
I Y Y Y
1 |Table Analyzed
2 |GSH no Sangue posHP (T1)
3 [Kruskal-Wallis test
© 4§ Pvalue P<0.0001
5 | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
- 8 | Pvalue summary -
. 7 | Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
8 | Number of groups 6
9 Kruskal-Wallis statistic 29.12 B
Projectt:tway ANOVA of GSH no Sangue posHP (T2):Tabular resutts - Sat Oct 28 14:21:07 2006
— ~§—T— & —
i Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
Y Y Y
i 1 |Table Analyzed
2 [GSH no Sangue posHP (T2)
3 |Kruskal-Wallis test
i 4 | Pvalue P<0.0001
. 5 | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
6 | P value summary i
7 | Do the medians vary signif. (P <0.05) |Yes
8 | MNumber of groups 6
9 | Kruskal-Wallis statistic 31.65
Project1:1way ANOVA of GSH no Sangue posHP (T3):Tabular results - Sat Oct 28 14:43:12 2006
A B c
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
- Y Y Y
! 1 |Table Analyzed
i 2 |GSH no Sangue posHP (T3)
3 |Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue 0.0002
. 5 | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
. & | Pvalue summary -
| 7 Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
8 | Number of groups ' 6
| 9 | Kruskal-Wallis statistic 24.00




Project!:1way ANOVA of TRARS no Figado posHP {T1):Tabular resulls - Sat Oct 28 15:03:29 2006

; A B ¢
i Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
’ v Y Y
"1 |Tabie Analyzed
’-l_z TBARS no Figado posHP (T1)

3 |Kruskal-Wallis test

4 | Pvalue 0.0006

5 Exact or approximate P value? Gaussian Approximation

6 | P value summary e

7 | Do the medians vary signif. (P < 0.05) |[Yes

8 | Number of groups 6

8 | Kruskal-Wallis statistic 2162

Projectt:1way ANOVA of TBARS no Figado posHP (T2):Tabular results - Sat Oct 28 15:15:32 2006

i B — B T
! Paramster Value Data Set-B | Data Set-C
| Y Y Y

1 |Tabie Analyzed
| 2 |TBARS no Figado posHP (T2)
i 3 |Kruskal-Wallis test

4 | Pvalue 0.0003

3 Exact or approximate P value? Gaussian Approximation

& | Pvalue summary i

7 | Do the medians vary signif. (P <0.05) {Yes

8 Number of groups 6

9 Kruskal-Wallis statistic 23.18

Project1:1way ANOVA of TBARS no Figado posHP (T2):Tabular results - Sat Oct 28 15:26:45 2006

j S i 5 e
E Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
! Y Y Y
' 1 |Table Analyzed
2 [TBARS no Figado posHP (T3)
¢ 3 [Kruskal-Wallis test
! 4 | Pvalue 0.0152
. & | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
| & [ Pvalue summary -

7 | Do the medians vary signif. (P <0.05) {Yes

8 | Number of groups 5]

9 | Kruskal-Wallis statistic 14.08




TBARS no Sangue pos HP (T1).pzf:1way ANOVA of TBARS no Sangue posHP (Tt} Tabular results - Sat Oct 28 19:08:03 2006

g B -
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
—— e ST ST, = ™
1 |Table Analyzed
2 |TBARS no Sangue pasHP (T1)
3 |Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue 0.0483 i
5 | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation ]
6 | P value summary =
T | Do the medians vary signif. (P <0.05) [Yes
8 | Number of groups 6
9 | Kruska-Wallis statisic 11.16
Project!:1way ANCVA of TBARS no Sangue posHP (T2):Tabular results - Sat Oct 28 19:23:07 2006
A B o
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
Y Y Y
1 [Table Analyzed
2 |TBARS no Sangue posHP (12)
3 |Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue 0.0089
5 | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
6 | Pvalue sun;r‘ﬁary ’ >
7 | Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
8 | Number of groups 6
9 | Kruskal-Wallis statistic 15.98
Project!: 1way ANOVA of TBARS no Sangue posHP (T3):Tabular results - Sat Oct 28 19:32:40 2006
| A o B c
i Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
i i 7 Y Y
1 |Table Analyzed )
2 |TBARS no Sangue posHP (T3)
i 3 |Kruskal-Wallis test
| 4 | Pvalue 0.0724
I § | Exactor approximate P value? Gaussian Approximation
( 6 | Pvaluesummary ns
|' 7 Do the medians vary signif. (P < 0.05) No
| 8 | Number of groups (3]
i“9 Kruskal-Wallis statistic 10.10 -




Project1:1way ANOVA, of GLICEMIA {T1):Tabular results - Sat Oct 28 19:52:29 2006

r S e
!I Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
o Y Y Y
! 1 |Table Analyzed T
2 |GLICEMIA (T1)
3 |Kruskal-Wallis test
! 4 | Pvalue P<0.0001
M 5 | Exact or 2approximate P value? Gaussian Approximation
¢ B | P value summary e
-: 7 | Dothe me"di_a_ms vary signif. (P <0.05) |Yes
| 8 | Number of groups 5 o
| 9 Kruskal-VWallis statistic 26.07 i B
Project1:1way ANOVA of GLICEMIA posHP (T2):Tabular results - Sat Oct 28 20:05:13 2006
N = B ——
' Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
i Y Y Y
1 [Table Analyzed
2 |GLICEMIA posHP (T2)
3 |Kruskal-Wallis test
|4 | Pvalue P<0.0001 i
- & | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
6 | Pvalue summary o
I 7 | Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
78 | Number of groups 6
9 | Kruskal-Wallis statistic 2879
Project!:1way ANOVA of GLICEMIA posHP (T3):Tabular results - Sat Oct 28 20:20:40 2006
— i} - B S L T -
i Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
l Y Y Y
i1 (Table Analyzed
2 |GLICEMIA posHP (T3)
2  [Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue 0.0008
5 | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
"6 hﬁn\a—f;a'laémsummary e
| 7 | Do the medians vary signif. (P <0.05) |Yes
, 8 | Number of groups 6
9 | Kruskal-Wallis statistic 2156




Project!: tway ANOVA of Bilirubinemia Total posHP (T1): Tabular results - Sat Oct 28 21.08:43 2006

r A B c
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
; o Y Y Y
"1 |Table Analyzed
2 |Bilirrubinemia Total posHP (T1)
3 |Kruskal-wallis test
4 P value 0.1348
6 | Exact or approximate P valug? Gaussian Approximation
(] P value summary ns
7 | Do the medians vary signif. (F <0.05) |No
8 | Number of groups 6
9 Kruskai-Wallis statistic 8.414
Project!: tway ANOVA of Bilirrubinemia Total posHP (T2):Tabular results - Sat Oct 28 21:18:58 2006
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
| - T e
| 1 |Table Analyzed
| 2 |Bilirubinemia Total posHP (T2)
| 3 [Kruskal-Waliis test
| 4 | Pvalue 0.4399
I 5 | Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
| & | Pvalue summary ns
| 7 | Do the medians vary signif. (P <0.05) [No
8 Number of groups 8
9 | Kruskal-Wallis statistic 4.807
Project1:1way ANOVA of Bilirubinemia Total posHP (T3).Tabular results - Sat Oct 28 22:15:13 2006
i,_* _ — — “§ — e —
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
‘ Y Y Y
1 |Table Analyzed
. 2 |Bilirubinemia Total posHP (T3)
; 3 |Kruskal-Wallis test
i 4 Pvalue 0.4006
5 | Exactor approximate P value? Gaussian Approximation
6 P value summary ns
7 | Do the medians vary ssignﬁ.“('!j < 0.05) No
i 8 | Number of groups 6
| 9 | Kruskal-Wallis statistic 5127




Projecti:1way ANOVA of TGPemia posHP (T1):Tabutar results - Sat Qct 28 20:39:16 2006

A B c
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
Y Y Y
1t {Table Analyzed
2 |TGPemia posHP (T1)
3  |Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue 0.0035
§ | Exact or approximate P vaiue? Gaussian Approximation
& P value summary b
7 | Do the medians vary signif. (P <0.05) [Yes
8 | Number of groups (5]
9 | Kruskal-Wallis statistic 17.57
Project1: tway ANOVA of TGPemia posHP (2):Tabular results - Sat Oct 28 20:47:19 2006
A B | €
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
Y Y Y
1 |Tabie Analyzed
2 [TGPemia posHP (2)
3 {Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue 0.0073
5 Exact or approximate P value? Gaussian Approximation
6 | P value summary i
7 | Do the medians vary signif. (P <0.05) [Yes
8 | Number of groups 5]
9 | Kruskal-Wallis statistic 15.83
Projectt:1way ANOVA of TGPemia posHP (T3): Tabular results - Sat Oct 28 20:55:26 2006
A B <
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C
Y Y Y
1 |{Table Analyzed
2 |TGPemia posHP (T3)
3 iKruskal-Waliis test
4 | Pvalue 0.0013
5 | Exactor approximate P value? Gausstan Approximation
6 | Pvalue summary **
7 Do the medians vary signif. (P < 0.05) Yes
8 Number of groups 5]
9 | Kruskal-Wallis statistic 19.88




APENDICE D

ANOVA & Teste Comparativo de Dunnett
de Cada Grupo, em Cada Tempo

G5H no Figado posHP (T1).pzf: 1way ANOVA of GSH no Figado posHP (T1):Tabular results - Fri Oct 27 15:45:05 2006

o — 8 Seey e o
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
1 |Tabie Analyzed
2 |GSH no Figado posHP (T1)
. 3 |One-way analysis of variance
"4 | Pvalue P<0.0001
. 5 | P value summary e
| & | Are means signif. different? (P < 0.05) [Yes
7 | Number of groups 8
i 8 F 8.777
. 9 | Rsquared 0.5940
.10
i 11 |Bartlett's test for equal variances
| 12 | Bartlett's statistic {corrected) 15.54
13 | Pvalue 0.0083
14 | P value summary "
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
| 17 |ANOVA Table S8 df MS
E 18 | Treatment (between columns) 383000 5 76590
. 19 { Residual {(within columns) 281800 30 8727
20 | Total 644800 |35
21
| 22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% Cl of diff
23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 288.8 5.354 P <0.01 145.3 to 432.3
| 24 | G2{HP+Salina) vs G3(HP+w-3) -16.99 0.3151 P=005 -180.5 to 126.5
© 26 | G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) 33.09 06136 P>005 -110.4 to 176.6
. 26 | G2(HP+Salina) vs GS(HP+DMSO) 102.0 1.891 [P>005 |-41.49t02454
27 | G2(HP+Salina) vs GB(HP+w-6) 1273|2260 [P>005 [-16.1910270.7




Projectt:Tway ANOVA of GSH no Figado posHP (T2).Tabular results - Fri Oct 27 15:40.07 2008

i A B c D
Parameter Vaiue Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
1 {Table Analyzed
2 |GSH no Figado posHP (T2)
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue 0.0002
| 8 | Pvalue summary i
! 6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
!l 7 | Number of groups 8
; 8 F 65.918
i 9 | Rsquared 0.5355
;10
i 11 |Barilett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 24,52
13 | Pvalue 0.0002
14 | P value summary o
- 15 1 Do the variances differ signif. (P < 0.05) [Yes
T
17 |ANOVA Table S5 af MS
18 | Treatment (between columns) 178400 5 35690
| 19 | Residual (within columns) 154800 30 5159
20 | Total 333200 35
21
| 22 |Dunneit's Multiple Comparison Test Mean Diff. |g P value 95% CI of diff
' 23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 171.5 4136 P <001 61.19t0 281.8
| 24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) 190.1 4.583 P<0.01 79.76 to 300.4
i 25 | G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) 175.5 4232 P<=0O0 65.17 to 285.8
| 26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSO) 180.5 4.353 P <0.01 70.20 to 290.8
I 27 | G2(HP+Salina) vs GB(HP+w-6) 75.95 1.831 P>0.05 -34.36 t0 186.3




Project!:1way ANOVA of GSH no Figado posHP (T2):Tabular results - Fri Oct 27 16:02:21 2006

[ A B c D
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
1 |[Table Analyzed
2 |GSH no Figado posHP (T3)
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue 0.0020
5 | P value summary e
{8 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
7 Number of groups 3]
I 8 F 4.939
i 9 | Rsquared 0.4515
| 10
11 |Barilett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 2582
| 13 | Pvalue 0.0001
| 14 | P value summary b
. 16 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
8 -
17 |ANOVA Table 85 df MS
1 18 | Treatment (between columns) 146600 5 26320
19 | Residual (within columns) 178100 30 5936
20 | Total 324700 35
21
22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% CI of diff
23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 167.7 3770 P<0.01 49,39 to 286.0
24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) 167.7 3.770 P<001 [49.39t0286.0
[ 25 | Gz(HP+Salina) vs GA(HP+TRT) 113.0 2540  |P>005 |5.343t0231.3
': 26 | G2(HP+Salina) vs GB{HP+DMSO) 186.2 4185 P <0.01 67.8510 304.5
| 27 | G2(HP+Salina) vs GE(HP+w-6) 87.58 1969  [P>005 [-3074t02059




Project!:1way ANOVA, of GSH no Sangue posHP (T1):Tabular results - Sat Oct 28 14:06:42 2006

. A g c D
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
; 1 |Table Analyzed
i 2 |GSH no Sangue posHP (T1)
. 3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue P<0.0001

5 | Pvalue summary el

6 | Are means signif. different? (P <0.05) [Yes

7 | Number of groups 5]

8 | F 33.94 - T -

9 | Rsquared 0.8498
.10
11 |Barilett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic {corrected) 24.39
13 | Pvalue 0.0002

- 14 | P value summary b
18 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) fYes
| 16
[ 17 |ANOVA Table S5 df MS
? 18 | Treatment (between columns) 88660 5 17730
718 | Residual (within columns) 15670 30 522.4
720 | Tota 104300 |35
|21
?’.Efﬂh[}unneii's Multiple Comparison Test Mean Diff. |g P value 95% CI of diff
' 23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 66.50 5.040 P<0.01 31.40t0 101.6
:_ 24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) -78.94 5.982 P <0.01 -114.01t0 -43.84
. 28 | G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) -66.61 5.048 P <001 -101.7 to -31.51
| 26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSO) 6.177 0.4681 P>0.05 [-2882t041.28
I 27 | G2(HP+Salina) vs GB{HP+w-8)

-43.75

3.316

P =0.05

-78.85 10 -8.652



Project1:1way ANOVA of GSH no Sangue posHP (T2).Tabular results - Sat Oct 28 14:22:03 2008

| T8 - —

Parameter Valug | Data Set-B| Data Set-C|  Data Set-D

! Y Y Y Y

! 1 |Table Analyzed

| 2 |GSH no Sangue posHP (T2)

, 3 |One-way analysis of variance

. 4 | Pvaiue P<0.0001

15 P value summary e

¢ B | Are means signif different? (P <0.05) |Yes

7 | Number of groups 6
8 | F 54.01

78 1 R squared 0.9000
10

. 11 |Bartlett's test for equal variances

. 12 | Barflett's statistic (corrected) 42.52

113 | Pvalue P<0.0001

I 14 | P value summary b

! 15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table S8 df MS

. 18 | Treatment (between columns) 71860 5 14370

19 | Residual (within columns) 7682 30 266.1

.~ 20 | Total 79840 35

i 21

i 22 |Durmnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% CI of diff

| 23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 63,28 6.719 P<001 [38.23t0868.33
24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) -47.08 4.997 P <001 -72.12 to -22.01
25 | G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) -87.55 7173 P <0.01 -92.60 to -42.50
26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSO) 32,97 3.500 P<0.01 7.915 to 58.02
27 | G2(HP+Salina) vs G&(HP+w-86) 10.81 1.147 P=0.05

-14.2510 35.86



Project!: 1way ANOVA of GEH no Sangue posHP (T3):Tabular results - Sat QOct 28 14:44:14 2006

1
i

A B c D
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
1 |[Table Analyzed
2 {GSH no Sangue posHP (T3}
3 {One-way analysis of variance
;4 P value P<(.0001
¢ 5 | Pvalue summary Kx
i 6 | Are means signif. different? (P <0.05) |Yes
i T [ Number of groups &
' 8 | F 18.63
9 | R squared 0.7564 T
! 10
11 |Bartlett's test for equai variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 42.58
13 | Pvalue P<0.0001
14 | P vaiue summary =
| 15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16 T
!' 17 |ANOVA Table 55 df MS
18 | Treatment (between columns) 20460 5 4091 o
19 | Residual {within columns) 5586 _Ii(} WWWWW 12'19_5
. 20 | Total 27040 35 |
P21 r
i 22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. g fP value 95% C) of diff
23 | GZ2(HP+S3alina) vs G1(Simuiado) 16.90 1.976 [P >0.05 -5.852 to 39.66
24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) -41.90 4.898 P<0.01 -64.66 to -19.15
25 | G2(HP+8alina) vs G4(HP+TRT) 31.28 3.657 P<0.01 8.526 to0 54.04
26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSQ} 23.24 2717 P <0.05 0.4887 to 46.00
27 | G2(HP+Salina) vs GB(HP+w-8) 11.18 1.307 P>005 |-11.57 to 33.94




Projectt:1way ANOVA of TBARS no Figado posHP (T1):Tabular results - Sat Oct 28 15:04:24 2006

. A ] B ¢’ D
i Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
1 |Table Analyzed
| 2 |TBARS no Figado posHP (T1)
| 3 |One-way analysis of variance
" 4 | Pvalue P<0.0001
: 5 | Pvalue summary ok
. 8 | Are means signif. different? (P <0.05} |Yes
7 | Number of groups 6
8 |F I (EXE
"9 | Rsquared 0.6958
S 10
I 11 |Bartlett's test for equal variances
' 12 | Bartlett's statistic (corrected) 35.83
13 | Pvalue P<0.0001
14 | P value summary o
16 | Do the variances differ signif. {P < 0.05) }Yes
16
17 |ANOVA Table SS of MS
18 | Treatment (between columns) 0.006345 |5 0.001269
19 | Residual {within columns) 0.002774 (30 0.00009247
20 | Total T T joooet1e |35
21
22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% CI of diff
23 | G2(HP+SF) vs G1(Simulado) 0.0130 2.342 F=>005 -0.001768 to 0.02777
24 | G2(HP+SF) vs G3{HP+w-3)} 001717 |3.092 P<0.05 ]0.002399 to 0.03193
: 25 | G2(HP+SF) vs G4(HP+TRT) 0.009667 {1.741 P=>0.05 -0.005101 to 0.02443
| 26 | G2(HP+SF) vs G5(HP+DMSQ) 0.006833 [1.231 P>0.05 [-0.007934 to 0.02160
| 27 | G2(HP+SF) vs GB(HP+w-8) -0.02333  [4.203 P <0.01 -0.03810 to -0.008566




TBARS no Figado posHP (T2) pzf iway ANOVA of TBARS no Figado posHP (T2):Tabular results - Thu Nov 02 21.02:35 2006

= B P S E—
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y

1 [Table Analyzed

2 |TBARS no Figado posHP (T2)

3 [One-way analysis of variance

4 | Pvalue P<0.0001

5 | Pwvalue summary b

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) {Yes

7 | Number of groups 6

8 F 26.00

9 | Rsquarsd 0.8125

10 T

11 |Bartiett's test for equal variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 24.87

13 | Pvalue 0.0001

14 | P value summary i

15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes

16

17 |ANOVA Table SS df MS

18 | Treatment (between columns) 0.004816 (5 0.0009632

19 | Residual {within columns) 0.001111 |30 0.00003704

20 | Total 0.005827 |35
21

22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% CI of diff

23 | GZ2(HP+3F) vs G1(Simulado) -0.003333 {0.9487 P>005 |-0.01268 to 0.006013
24 | G2(HP+SF) ve G3(HP+w-3) -0.008833 (2.514 P>005 -0.01818 {0 0.0005132
25 | G2(HP+SF) vs G4(HP+TRT) -0.007167 |2.040 P> 0.05 -0.01651 to 0.002180
28 | G2(HP+SF) vs G5(HP+DMS0Q) -0.008000 ([2.561 P=0.05 -0.01835 to 0.0003465
27 | G2(HP+8F) vs GB({HP+w-8) -0.03550 10.10 P<001 -0.04485 to -0.02615




TBARS no Figado posHP (T3).pzf:1way ANOVA of TBARS no Figado posHP (T3):Tabuiar results - Thu Nov 02 21:03:21 2006

. A 5 = —
Parameter Value | Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
1 |Table Analyzed
2 |TBARS no Figado posHP (T3)
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue 0.0352
! 5 | P value summary *
j_s Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
¢ 7 | Number of groups 6
8 F 2.783
9 | R squared 0.3168
10
11 |Bartlett's test for equal variances
| 12 | Bartlett's statistic {corrected) 52.97
| 13 | Pvalue P<0,0001
14 | P value summary .
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table 88 df MS
18 | Treatment (between columns) 0.006789 |5 0.001358
19 | Residual (within columns) 0.01464 30 0.0004880
20 | Total 0.02143 35
| 21
22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% CI of diff
23 | GZ2(HP+SF)vs G1(Simulado) -0.01467  [1.150 P>0.05 -0.04858 to 0.01926
;24 | G2(HP+SF) vs G3(HP+w-3) 0.0005000 |0.03920 P> 005 -0.03343 to 0.03443
25 | G2(HP+SF)vs G4(HP+TRT) -0.008000 |(0.6272 P>0.05 -0.04193 to 0.02593
268 | G2(HP+SF)vs G5(HP+DMSQ) -0.04033 |3.162 P <005 -0.07426 to -0.008407
27 | G2(HP+SF) vs G§( HP+w-8) -0.009667 |0.7579 P>0.05 -0.04359 to 0.02426




TBARS no Sangue pos HP (T1).pzf: fway ANOWVA of TBARS no Sangue posHP (T1):Tabuiar results - Sat Oct 28 19:11:07 2006

- B e B
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y

1 |Table Analyzed

2 |TBARS no Sangue posHP (T1)

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue 0.0687

5 | Pvalue summary ns

6 | Are means signif. different? (P < 0.05) [No

7 | Number of groups ]
i 8 F 2311
© 9 | Rsquared 0.2780
B0
IL 11 |Bartlett's test for equal variances
; 12 | Bartlett's statistic (corrected) 18.68

13 | Pvalue 0.0052

14 | P value summary *

18 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes

186

17 |ANOVA Table S5 df MS

18 | Treatment (between columns) 0.0005579 |5 0.0001116

19 | Residual (within columns) 0.001448 (30 0.00004829

20 | Total 0.002007 |35
| 21
| 22 |Dunneti's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% Cl of diff
' 23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) -0.0060 1.498 P>0.05 [-0.01867 to 0.004672
' 24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) -0.0095 2.368 P>0.05 [-0.02017 to 0.001172
' 25 | G2(HP+Salina) vs G4{HP+TRT) -0.005833 |1.454 P=>0.05 [-0.01851 to 0.004839
26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSO) -0.0055 1.371 P=005 |-0.01617 to 0.005172
: 27 | G2(HP+S3alina) vs GB(HP+w-8) -0.01283 |3.198 P<0.05 1-0.02351 to -0.002161




Projectt:tway ANOVA of TBARS ne Sangue posHP (T2):Tabular results - Sat Oct 28 19:24:08 2006

A B Cc D
Parameter Value | Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y

1 |Table Analyzed

2 |TBARS no Sangue posHP (T2)

3 |One-way analysis of variance

4 | Pvalue 0.0047

5 | Pvalue summary **

6 | Are means signif. different? (P < 0.05} |Yes

7 | Number of groups 8

8 F 4275

9 | Rsguared 0.4161

10

11 |Bartlett's test for egual variances

12 | Bartlett's statistic (corrected) 34.63
i 13 | Pvalue P=<0.0001
| 14 | P value summary it
| 15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) {Yes

16

17 [ANOVA Table o SS df MS

18 | Treatment (between coiumns} 0.0008658 |5 0.0001732

19 | Residual (within columns) 0.001215 |30 0.00004051

20 | Total 0.002081 |35

21
i 22 |Dunnett's Muitiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% C| of diff
23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 0.002500 |0.6804 P=>0.05 |-0.007274 to 0.01227
- 24 | G2(HP+Salina) vs G3{HP+w-3) -0.001833 |0.4989 P=005 [-0.01161 to 0.007941
| 28 | G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) -0.003667 [0.9979 P=0.05 [-0.01344 to 0.006107
E 26 | G2(HP+5alina) vs G5(HP+DMSQO) -0.001167 [0.3175 P>005 |-0.01094 to 0.008607
i 27 | G2(HP+Salina) vs GB(HP+w-6) -0.0130 3.538

P <0.01

-0.02277 to -0.003226




Project!:1way ANOVA of TBARS no Sangue posHP {T3):Tabular results - Sat Oct 28 19:33.47 2006

S S " = 5
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
1 {Tabie Analyzed
2 |TBARS no Sangue posHP (T3)
3 {One-way analysis of variance
4 | Pvalue 0.2871
5 P value summary ns
€ | Are means signif. different? (P <0.05) [No T
7 Number of groups 6
"8 [ F 1.308
8 | R squared 0.1790
10
11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (correctad) 29.71
13 | Pvalue P<0.0001
14 | P value summary o
15 | Do the variances differ signif. {P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table S8 df MS
18 | Treatment (between columns) 0.00007856(5 0.00001571
119 | Residual (within columns) 0.0003603 (30 0.00001201
20 | Total 0.0004389 (35 o
T
22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. g P value 95% Cl of diff
23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simuladoc) -0.0005000 {0.2499 P>005 |-0.005822 to 0.004822
24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) -0.001667 |0.8329 |P>005 |-0.006989 to 0.003656
25 | G2(HP+Salina) vs G4{HP+TRT) -0.003333 |1.666 P>005 |[-0.008656 to 0.001989
26 | G2(HP+Salina) vs G5{(HP+DMSQ) -0.003500 {1.749 P> 0.05 -0.008822 10 0.001822
27 | G2(HP+Salina) vs GB(HP+w-6) -0.003667 |1.832 P>005 }-0.008989 to 0.001656




Project1:1way ANOVA of GLICEMIA (T1):Tabular results - Sat Oct 28 19:53:29 2006

 u_— B & b
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
1 |[Table Analyzed
2 |GLICEMIA(T1)
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue P<0.0001
6 | P value summary i
6 | Are means signif. different? (P < 0.05) |Yes
7 Number of groups 6
8 | F 18.20
9 | Rsquared 0.7531
- 10
- 11 |Bartlett's test for equal variances T
12 | Barilett's statistic (corrected) 14.18
13 | Pvalue 0.0145
14 E\Tsﬁﬁéhs—ummary *
16 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16 T
| 17 |ANOVA Table SS df MS
| 18 | Treatment (between columns) 50970 5 10120
19 | Residual (within columns) 16710 20 556.9
20 | Total 67670 35
21
22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% CI of diff
23 | G2(HP+8Salina) vs G1(Simulado) -29.67 2477 P=>0.05 -65.91 ta 8,575
24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) 10.83 0.7951 P>005 |2541to47.07
25 | G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) 44.50 3.266 P <0.05 8.259 10 80.74
26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSQ) 32.33 2.373 P>0.05 -3.908 to 68.57
| 27 | G2(HP+S3alina) vs GB(HP+w-6) 20.17 6.618 P<0.01

53.93 to 126.4



Project!:1way ANOVA of GLICEMIA posHP (T2):Tabular results - Sat Oct 28 20:06:11 2006

' B C e
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C| Data Set-D
@ Y Y Y Y
* 1 |(Table Analyzed B
; 2 |GLICEMIA posHP (T2)
i 3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue P<0.0001
. 5 | Pvalue summary e
i B | Are means signif. different? (P <0.05) {Yes
' 7 | Number of groups 6
°[F 2X)
| 9 | Rsquared 0.8531
10
11 [Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected} 8.878
| 13 | Pvalue 0.1140
14 | P valug summary ns
;' 15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No
16 -
747 |ANOVA Table SS df MS
18 Tl‘eatméht (between columns) 64050 5 12810
19 | Residual (within columns) 11030 30 367.8
20 | Total 75080 35
| 21
| 22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 85% CI of diff
| 23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 40.67 3673 P<001 |11.221070.12
't 24 | G2(HP+8alina) vs G3(HP+w-3) 125.0 11.29 P < 0.01 8555 to 154.5
. 25 [ G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) 93.00 8.400 P<001 [B355101225
i 26 | G2{HP+Saling) vs G5(HP+DMSO} 107.5 9709 P<0.01 78.05t0 137.0
I 27 | G2{HP+Salina) vs GB(HP+w-6) 70.50 6.368 P <001

41.05 to 99.95



Project!:1way ANOVA of GLICEMIA posHP (T3):Tabular resulis - Sat Oct 28 20:21:51 2006

!;" A B Cc D
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C| Data Set-D
Y Y Y Y
! 1 [Table Analyzed
2 |GLICEMIA posHP (T3)
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue P<0.0001
5 P value summary o
6 | Are means signif. different? (P <0.05) [Yes
7 Number of groups B
8 F 8873
9 | R squared 0.5966
10
11 |Bartlett's test for equal variances
;12 | Bartlett's statistic (corrected) 15.75
| 13 | Pvalue 0.0076
14 | P value summary *
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes o
| 18
' 17 |ANOVA Table 88 df MS
: 18 | Treatment (between columns) 26220 5 5244
. 19 | Residual {within colurmnns) 17730 30 591.0
{20 | Total 43950 35
T
i 22 ;Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q Pvalue  |95% Cl of diff
| 23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 59.17 4216 P <0.01 21.83 10 96.50
{24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) 75.50 5.379 P<0.01 3817t0 112.8
| 25 [ G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) 42.50 3.028 P<0.05 5.166 to 79.83
| 26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSO)  67.50 4809 P<001 [30.17t0 1048
27 | G2(HP+Salina) vs GB(1HP+w-6)

79.50

5664

P <001

4217 to 1168



Project:1way ANOVA of Bilirrubinemia Tatal postP (T1):Tabular results - Sat Oct 28 21:09:35 2006

T A B c b
l Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
j Y Y Y Y
i 1t iTable Analyzed
2 Bilirrubinemia Total posHP (T1)
3 {One-way analysis of variarce
4 P value 0.1277
& P value summary ns
B | Are means signif. different? (P < 0.05) No
7 Number of groups &
8 lr 1.87¢
9 R sguared 0.2385
10
' 11 |Bartlett's test for equal variances
' 12 | Bartlett's statistic (corrected) 36.08
S 13 | Pvalue £<0.0001
12 P value summary b
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) }Yes
16
17 |ANCVA Table 88 df MS
18 | Treatment (between columns) 0.1783 3 0.03567
19 | Residuat {within columns} 0.5695 30 0.01898
- 20 | Total 0.7478 35
2
22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% CI of diff
¢ 23 | G2(HP+8alina) vs G1({Simutado) 0.03333 0.4180 P>0.05 -0.1783 to 0.2448
24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) 01767  [2.221 P>005 [-0.3883 to 0.03493
! 25 | G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) -0.09667 1.215 P>005 -0.3083 to 0.1148
f 26 | G2(HP+Salina) vs GE(HP+DMSO} -0.008333 [0.1048 P=005 [-0.2199 {0 0.2033
27 | G2(HP+Salina) vs GB(HP+w.6) 00300 03771 P>005 [-0.2416t0 0.1816




Project?:Tway ANOVA of Bilirrubinemia Total posHP (T2):Tabular results - Sat Oct 28 21:19:56 2006

; A B C D
i Parameter Value | Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
| Y Y Y Y
: 1 {Table Analyzed -
i 2 |Bilirubinemia Total posHP (T2)
i 3 |One-way analysis of variance
| 4 P value 0.2439
5 | Pvalue summary ns
I 6 | Are means signif. different? (P <0.05) [No
1 7 | Number of groups 6
; 8 F 1.425
I 9 | Rsquared 0.1919
[ 10
| 11 |Barilett's test for equal variances
L 12 | Bartlett's statistic (corrected) 11.63
"13 [ Pvaive 0.0403
14 | P value summary =
| 15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
i 16
! 17 |ANOVA Table S5 df MS
18 | Treatment (between columns) 0.01696 5 0.003391
5 19 | Residual (within columns) 0.07140 30 0.00238
. 20 | Tctal 0.08836 35
C21
+ 22 Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% CI of diff
| 23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 0.0200 0.7101 P>0.05 -0.05492 to 0.09492
| 24 | G2(HP+S5alina) vs G3(HP+w-3) 0.0200 0.7101 P>0.05 [-0.05492 to 0.09482
I 25 | G2(HP+Salina) vs G4{HP+TRT) -0.03833  |1.361 P=>0.05 -0.1133 to 0.03659
" 26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSO) 0.02167 |0.7692  |P>0.05 |-0.05326 to 0.09659
| 27 | G2(HP+Salina) vs G6(HP+w-6) 0.0200 0.7101 P>005 |-0.05492 to 0.09492




Project!: Tway ANOVA, of Bilirubinemia Total posHP (T3):Tabular results - Sat Oct 28 22:15:56 2006

: Parameter Value Data Set-B | Data Set-C ; Data Set-D
: Y Y Y | Y
| 1 [Table Analyzed
2 |Bilirrubinemia Total posHP (T3)
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue 0.4387
I 5 | Pvalue summary ns
"6 | Are means signif. different? {P < 0.05) [No
7 | Number of groups [
. 8 F 0.9983
R squared 0.1424
10
11 |Bartlett's test for equal variances
712 | Bartlett's statistic (carrected) 0.5488
713 | Pvalue 0.9902
| 14 | P value summary ns
16 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No
16
17 |ANOVA Table SS df MS
18 | Treatment (between columns) 0.007522 5 0.001504
i 19 | Residual (within columns) 0.0453 30 0.00151
20 | Total " loos282 35
21
22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. q P value 95% Cl of diff
| 23 | G2(HP+8Balina) vs G1(Simulado) 0.01333 0.5943 P>005 |-D0.04634 to 0,07301
24 | G2(HP+Salina) vs G3{HP+w-3) 0.003333 0.1486 P> 0.05 -0.05634 to 0.06301
i 25 | G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) -0.03167 1.411 P> 0.05 -0.09134 te 0.02801
26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSQ) 0.008333 03714 P> 0.05 -0.05134 to 0.06801
27 | G2(HP+Salina) vs GE(HP+w-8) -0.000000003725 )0.0000001660|P > 0.05  |-0.05968 to 0.05968




Projectt:1way ANOVA of TGPemia posHP (T1):Tabular results - Sat Oct 28 20:40:04 2006

A B C D
Parameter Value Data Set-B | Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
' 1 [{Table Analyzed
2 |TGPemia posHP (T1)
. 3 |One-way analysis of variance
i 4 P value 0.0681
. § | Pvalue summary ns
' B | Are means signif. different? (P < 0.05) |No
7 Number of groups 6
8 | F 2317
9 | R squared - 0.2786
10
i 11 |Bartlett's test for equal variances
12 | Bartlett's statistic (corrected) 27.49
13 | Pvalue P<0.0001
14 | P value summary e
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |Yes
16
17 |ANOVA Table SSs df MS
18 | Treatment (between columns) 66850 5 13370
19 | Residual (within columns) 173100 30 5770
20 | Total T 240000 |25 )
21
i 22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% Cl of diff
23 | G2({HP+S3alina) vs G1(Simulado) 122.0 2.782 P<0.05 [5339t0238.7
24 | G2(HP+Salina) vs G3(HP+w-3) 20.67 04712 P> 0.05 -95.99t0 137.3
25 | G2(HP+3alina) vs G4(HP+TRT) 34.67 0.7904 P>005 |-81.99t0151.3
26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSO) 89.17 2.033 P> 0.05 -27.49 10 205.8
| 27 | G2(HP+Salina) vs GB{HP+w-6) 85.83 1.957 P>005 }-30.82t0202.5




TGPemia posHP (T2).pzf:1way ANOVA of TGPemia posHP (T2):Tabular resuits - Thu Nov 02 20:40:52 2006

A B [ D
Parameter Value | Data Set-B| Data Set-C Data Set-D
Y Y Y Y
1 {Table Analyzed
2 |TGPemia posHP (T2)
3 |One-way analysis of variance
4 | Pvalue 0.0051
| § ] Pvalue summary -
8 | Are means signif. different? (P < 0.05) [Yes
7 | Number of groups 6
8 F 4219
9 | Rsquared 0.4128
10
11 |Bartlett's test for equal variances
i 12 | Bartleit's statistic (carrected) 11.70
13 | Pvalue 0.0391
14 | P value summary *
15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) jYes
16
17 |ANOVA Table S8 df MS
18 | Treatment (between columns) 1130 5 226.1
19 | Rasidual (within columns) 1608 30 53.59
20 | Total 2738 35
21
22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% CI of diff
23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) -3.167 0.7492 P> 0.05 -14.41 t0 8.076
24 | G2{HP+Salina) vs G3(HP+w-3) 2.000 0.4732 P> 0.05 -9.242 10 13.24
25 | G2(HP+Salina) vs G4(HP+TRT) 7.667 1.814 P>0.05 |-3576t018.91
26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSO) 13.50 3.194 P<005 (2258102474
| 27 | G2(HP+8alina)vs G&{HP+w-6) 0.0000 0.0000 P>005 |-11.241011.24
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e s L X -5
Paramster Value Data Set-B | Data Set-C| Data Set-D
| Y Y Y Y
i 1 |Table Analyzed
| 2 |TGPemia posHP (T3}
|3 |One-way analysis of variance
'L 4 | Pvalue P<0.0001
: 5 | P value summary e
| 6 | Aremeans signif. different? (P <0.05) [Yes
| 7 Number of groups 3] -
| 8 | F 9.916
[ 8 [ Rsquared 0.6230
. 10
| 11 |Barllett's test for equal variances
| 12 | Bartiett's statistic (corrected) 8.851
i 13 | Pwvalue 0.1152
| 14 | P vaiue summary ns
!L 15 | Do the variances differ signif. (P < 0.05) |No
16 ]
i 17 |ANOVA Table SS df MS
| 18 | Treatment (between columns) 6712 5 1342
19 | Residual (within columns) 4061 30 1354
20 | Total 10770 35
21
22 |Dunnett's Multiple Comparison Test Mean Diff. |q P value 95% Cl of diff
23 | G2(HP+Salina) vs G1(Simulado) 36.17 5.384 P<0.01 18.30 to 54.04
24 | (G2{HP+Salina) vs G3(HP+w-3) 27.00 4019 P<001 9.131 to 44.87
25 | G2{HP+Salina) vs G4(HP+TRT) 26.17 3.895 P <001 8.298 to 44.04
_ 26 | G2(HP+Salina) vs G5(HP+DMSO) 4317 6.426 P<001 253010 61.04
| 27 | G2(HP+Salina) vs GB(HP+w-6) 33.83 5.037 P<001 [1596t051.70




ANEXO A
Aprovacéo da Pesquisa pela Comissédo de
de Etica em Pesquisa Animal da U.F.C.

i
Universidade Federal do Ceara
Comisséo de Etica em Pesquisa Animal - CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-870 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366-8338 Fax (B5) 3366-8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagéo n°
14/08, sobre o projeto intitulado: “Estresse oxidativo sob regeneragdo hepatica
induzida por hepatectomia parcial a Higgins-Anderson: efeitos da
administragdo de acidos graxos essenciais” esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacéo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissao de

Etica em Pesquisa Animal CEPA em reuniao realizada em 11 de agosto de 2006.

Fortaleza, 11 de setembro de 2006

QL
RATAVE AN
Profa. Dra. kﬁisellal Cost marao
Coordenadora da Comissad de Etica em Pesquisa Animal - CEPA



Absorbancia

ANEXO B
Curva Padrio para Calculo de
Concentracdo de MDA

TBARS

] [} 1 L] ¥
25 50 75 100 125 150
Concentragao

1
175

Absorbancsia

Best-fit values
Siope 0.00804% = 0.0006774
Y-intercept when X=0.0 0,0000
X-intercept when Y=0.C 0,0000
1/slope 1242

u5% Confidence intervals
Slope 0.006392 to 0.009707

Goodness of Fit
Syx 0,1212
is slope significantly non-zero?
t 11,88
DF 6,000
P value < 0.0001
Deviation from zero?  Significant
Data
Number of X values 7
Maximum number of Y replicates 1
Total number of values 7
Nurmber of missing values 0
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ANEXO C

Curva Padrido para o Calculo da Concentracido de GSH

GLUTATIONA (GSH)

1.5+
1.2+
0.9-
0.6
0.3+
0.0 Y T g T 1
0 25 50 75 100 125
Concentracgao
Absorbancia

Best-fit values
Slope 0.01156 £ 0.0001251
Y-intercept when X=0.0 0,0000
X-intercept when Y=C.0 0,0000
1islope 86,50
95% Confidence intervals
Slope 0.01121 t0 0.01181
Goodness of Fit
Sy.x 0,01443
is slope significantly non-zero?
t 92 44
DF 4000
P value < 0.0001
Deviation from zero?  Significant
Lata
Number of X values &
Maximum number of Y replicates 1
Total number of values &
Number of missing values 0




ANEXO D
Estruturas Moleculares da OMe
Ternatina (TRT) e do Dimetilsulféoxido (DMSO)

TERNATINA
OH (Souza, 1994)

O

S DIMETILSULFOXIDO
/ \ (Santos et al., 2003)



ANEXO E
Estados de Ativacao do Oxigénio

Estado Singlete

Estado Triplete

ENERGIA LIVRE
Kceal'mol

Oxigénio nédo ativado é um bi-radical
e deste estado triplete ele pode ser ativa- ;
do, ou revertendo o spin de um de seus
elétrons para formar o estado singlete ou
por reducgéo. A primeira reagédo de redu-
cdo é endotérmica e forma o superdxido.

As redugdes subseqiientes formam
peroxido de hidrogénio, radical hidroxila
e dgua. O esquema mostra o estado ele-
trénico em cada passo da ativagdo com a
energia da reacdo em Kcal/mol.




