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RESUMO

Introducédo: A sindrome hepatorrenal (SHR) € um dos tipos mais comuns de leséo
renal aguda (LRA) que afeta doentes cirréticos e caracteriza-se pela reducao do fluxo
sanguineo renal, ndo correspondendo a expansdo do volume, e € uma das
complicacBes mais graves que afetam os pacientes cirréticos com doenca avancada.
Objetivo: Estudar o efeito protetor da suplementacéo de acidos graxos do tipo dmega-
3 no tecido renal de ratos cirréticos. Métodos: Trata-se de uma pesquisa experimental
em ratos Wistar com revisédo da literatura. Para o experimento, foram utilizados 24
ratos Wistar machos divididos nos seguintes grupos: Grupo | (controle); Grupo I
(tratado com dmega-3, 1g/kg de peso corporal); Grupo Il (LDB tratado com dmega-3,
1g/kg de peso corporal) e Grupo IV (LDB sem tratamento). O 6mega-3 utilizado foi da
marca Catarinense. A cirrose hepética foi induzida pelo modelo de ligadura do duto
biliar (LDB) com duracéo de 28 dias. Apds o periodo de experimento, 0os animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésico. Os rins foram dissecados, retirados e
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C para posterior
andlise. Foram avaliados o estresse oxidativo, os metabdlitos do 6xido nitrico, o dano
ao DNA pelo ensaio cometa, o teste de viabilidade celular e a presenca de apoptose
no tecido renal. Os dados foram estatisticamente aferidos por andlise de variancia
unidirecional (ANOVA), e as médias foram comparadas usando o teste Tukey, com p
< 0,05 considerado como estatisticamente significativo usando o programa GraphPad
Prism verséo 5.0 (Intuitive Software for Science, Sado Diego, CA, EUA). Resultados:
O dmega-3 diminuiu significativamente a producado de espécies reativas de oxigénio
(EROSs) (p <0,001) e a formacao de malondialdeido (MDA) no grupo LDB + 6mega-
3 (p <0,001). A atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT aumentou no grupo
LDB + 6mega em relacéo ao grupo LDB (p <0,01). A producéo de éxido nitrico, o dano
ao DNA e a caspase 9 foram significativamente diminuidas no grupo LDB tratado com
dmega-3 e houve um aumento do potencial eletroquimico mitocondrial (p <0,001) no
grupo LDB tratado com 6émega-3 em relagdo ao grupo LDB. N&o foram observadas
alteracdes no indice de sobrevivéncia celular na sindrome hepatorrenal com émega-
3 gquando comparadas ao grupo controle (p> 0,05). Conclus8es: O estudo mostra
que o 6mega-3 é capaz de proteger a integridade e funcéo celular do dano oxidativo
através do aumento das enzimas antioxidantes, inibicdo da formacéao de radicais livres
e diminuicdo da apoptose.

Palavras-chave: Acido graxo poli-insataurado 6mega-3, Sindrome hepatorrenal,
Espécies reativas de oxigénio, Apoptose



ABSTRACT

Introduction: Hepatorenal syndrome (HRS), is one of the most common types of acute
kidney injury (AKI) affecting cirrhotic patients and is characterized by the depletion of
renal blood flow, not corresponding to volume expansion, and is one of the most
serious complications affecting cirrhotic patients with advanced disease. Objective:
The main purpose of the study was to highlight the potential therapeutic effects of
omega-3 fatty acid supplementation on the renal tissue of cirrhotic rats. Methods: This
is experimental research in Wistar rats with literature review. For the experiment, 24
male Wistar rats divided into the following groups were used: Group | (control); Group
Il (treated with omega-3, 1g/kg body weight); Group IIl (LDB treated with omega-3,
1g/kg body weight) and Group IV (LDB without treatment). The omega-3 used was
Catarinense brand. Liver cirrhosis was induced by the 28-day bile duct ligation (LDB)
model. After the experimental period, the animals were euthanized by overdose of
anesthetic, the kidneys were dissected, removed and frozen in liquid nitrogen and
stored in a freezer at -80°C for further analysis. Oxidative stress, nitric oxide
metabolites, comet assay, cell viability test, and apoptosis evaluation in kidney tissue
were evaluated. Data were statistically gauged by one-way analysis of variance
(ANOVA), and means were compared using the Tukey test, with p < 0.05 considered
as statistically significant using GraphPad Prism version 5.0 software (Intuitive
Software for Science, San Diego, CA, USA). Results: Omega-3 significantly decreased
the production of reactive oxygen species (ROS) (p <0.001) and the formation of
malondialdehyde (MDA) in the LDB + omega-3 group (p <0.001). The activity of the
antioxidant enzymes SOD and CAT increased in the LDB + omega group compared
to the LDB group (p <0.01). Nitric oxide production, DNA damage and caspase 9 were
significantly decreased in the LDB group treated with omega-3 and there was an
increase in mitochondrial electrochemical potential (p <0.001) in the LDB group treated
with dmega-3 compared to the LDB group. No changes were observed in the cell
survival index in the hepatorenal syndrome with omega-3 when compared to the
control group (p>0.05). Conclusions: The study shows that Omega-3 is able to protect
cell integrity and function from oxidative damage by increasing antioxidant enzymes,
inhibiting free radical formation and decreasing apoptosis.

Keywords: 6mega-3 polyunsaturated acid, Hepatorenal syndrome, Reactive oxygen
species and Apoptosis.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA Acido Araquidénico

AL Acido Linoleico

ALA Acido Linolénico

ALT Alanina Aminotransferase

AST Aspartato Aminotransferase
BD Bilirrubina Direta

BT Bilirrubina Total

Child-Pugh Classificacao de Child-Turcotte-Pugh
DHA Acido Docosa-hexaenoico
EPA Acido Eicosapentaenoico

ERO Espécies Reativas de Oxigénio

Escala MELD (do inglés: Model for End-stage Liver Disease) Modelo para doenca

hepética terminal

FA Fosfatase Alcalina

GGT Gama Glutamil Transferase

ICA International Club of Ascites — Clube internacional de Ascite
LDB Ligadura do Ducto Biliar Comum
LRA Lesdo Renal Aguda

OMS Organizacdo Mundial da Saude
PCR Proteina C-reativa

pH Potencial de Hidrogénio

AGPIs Acidos Graxos Poli-insaturados
SHR Sindrome Hepatorrenal

TAA Tiocetamida

TFG Taxa de Filtracdo Glomerular

ucCl Unidades de Cuidados Intensivos
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1 INTRODUCAO

A cirrose € uma doencga hepética crénica que provoca inflamacgéo e fibrose no
figado, bem como induz alteracbes anatdmicas e estruturais. Com o0 avan¢o da
doenca, ocorre uma série de eventos, como o desenvolvimento da hipertensao portal,
ascite, varizes gastroesofagicas, dentre outros (1, 2 ,3).

A hipertenséo portal (HP) é causada pelo aumento da resisténcia do fluxo
sanguineo no figado cirrético. As alteragcbes hemodinamicas dessa complicacao
levam ao surgimento da sindrome hepatorrenal (SHR), uma das formas de leséo
aguda renal que afeta principalmente doentes portadores de cirrose em estagios
avancgados da doencga (1, 2).

A SHR é caracterizada por uma vasoconstricdo renal acentuada causada pela
insuficiéncia circulatéria sistémica proveniente da cirrose devido ao figado estar
enrijecido e nao permitir a irrigacdo sanguinea de forma efetiva; no entanto, a doenca
em estégios iniciais € unicamente funcional por ndo apresentar danos estruturais no
rim. O tratamento da SHR baseia-se principalmente na utilizagdo conjunta de
vasoconstritores e albumina; porém, o transplante hepéatico € o uUnico tratamento
capaz de reverter o quadro de insuficiéncia renal (1, 2, 4).

Desta feita, é oportuna a busca por novas substancias que possam atuar de
forma colaborativa no tratamento da SHR. E nesse passo os acidos graxos poli-
insaturados 6mega-3 tém sido foco de diversas pesquisas cientificas nas ultimas
décadas devido ao seu potencial anti-inflamatério desempenhado frente a diversas
doencas (5, 6, 7).

O presente estudo tem como objetivo investigar os beneficios da
suplementacdo de 6mega-3 em ratos portadores de SHR.
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2 REVISAO DE LITERATURA — CONTEXTUALIZACAO

2.1 CIRROSE

A cirrose hepatica € oriunda de diversos eventos causais, desde a
hepatotoxicidade induzida por drogas, infec¢des por hepatites, consumo excessivo de
alcool, doencas metabdlicas primarias e doencas que afetam o trato biliar. No
percurso da doenca ocorre a destruicdo continua dos hepatdcitos e a deposicao de
colageno, o que confere ao figado um encolhimento, alteracdes anatbmicas e
funcionais, tais alteracdes dificultam a circulacdo sanguinea intra-hepética.

Com o avango e agravamento da doenga, uma seérie de eventos decorrentes
da alteracdo hepética acontece. Dentre estes eventos, destacam-se a hipertensao
portal, varizes gastroesofagicas, ascite, encefalopatia hepatica, deplecao da sintese
de fatores de coagulacéo e sindrome hepatorrenal (8).

A cirrose pode ser classificada como compensada quando o individuo possui o
diagnoéstico da doenca; no entanto, ndo apresenta sintomatologia. A cirrose
descompensada é quando ha a presenca de complicacdes decorrentes doenga, como
ascite, encefalopatia hepatica e sangramento das varizes gastroesofédgicas. A
dindmica entre as classificacfes esta intimamente relacionada com o agravo da
hipertenséo portal, ou seja, com a piora da HP, pode haver a descompensacéo da
cirrose (9,1,10 8).

O diagnéstico da cirrose baseia-se na combinacdo de diversos métodos
diagnésticos, tanto invasivos como conservadores. O exame morfoldgico através da
biépsia hepatica continua sendo o padrdo ouro para diagndéstico da doenca. No
entanto, outros métodos ndo-invasivos costumam ser utilizados, como anélises
bioquimicas, avaliacdo da rigidez tecidual através de elastografia e demais exames
complementares de imagem. Diante do exposto, a terapéutica que confere a cura ao
paciente cirrotico € o transplante do 6rgéo. Em relacéo ao progndstico, 0 mesmo esta
intimamente relacionado com varios fatores, como a fase da doenca, a etiologia, a
presenca de doencgas subjacentes e outras complicacdes (11,9).

Além disso, no Brasil, para a avaliagdo, monitorizacdo da progressao da
doenca e dos seus parametros, bem como a priorizacédo nas listas de espera para

transplante hepatico, sao utilizados os protocolos Child-Pugh e MELD (do inglés
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Model for End Stage Liver Disease), ambos avaliam o grau de comprometimento do
figado e o progndstico dos pacientes com cirrose hepatica (12).

Em relagcdo as terapéuticas aplicadas ao manejo das hepatopatias,
recentemente tem surgido o interesse de pesquisadores por estudos relacionados a
substancias que possam atuar de forma coadjuvante no tratamento das doencas
hepaticas. Neste sentido, dentre as diversas substancias ja estudadas, é importante
destacar o uso da melatonina como alternativa para a melhora do dano hepatico (13),
assim como de produtos naturais como o propolis vermelho (14), a rutina (15) e a

guercetina (16).

2.2 HIPERTENSAO PORTAL

A hipertenséo portal (HP) é considerada uma sindrome clinica caracterizada
pelo aumento da presséo da veia porta e entre as causas mais comuns esta a cirrose
hepética (17). Os valores normais de pressdo portal estdo entre 1 e 5 mmHg
(gradiente de presséo portal), valores acima de 5 indicam HP. No entanto, valores
entre 5 e 10 mmHg, mesmo que seja hipertensdo portal, sdo considerados
clinicamente ndo preocupantes, enquanto que valores acima de 10 mmHg séo
clinicamente perigosos, uma vez que existe risco elevado de desenvolvimento de
varizes gastroesofégicas (18,19).

A HP é causada por uma obstrucao do fluxo sanguineo portal que pode ocorrer
em diferentes regibes do sistema venoso portal e, de acordo com a regido de

obstrucao, a classificacdo da doenca é realizada, portanto:

e Pré-hepética: se a obstrucao ocorrer na veia esplénica, veia porta ou veia
mesentérica, ou seja, antes do figado;

e Intra-hepatica: se a obstrucéo ocorrer no figado;

e Poés-hepética: se a obstrucdo envolver a saida venosa hepética, ou seja,

apos o figado (20).

Quando a obstrucdo ocorre dentro do figado (intra-hepatica), ha uma
subclassificacéo que ocorre de acordo com o local da obstrucéo intra-hepatica, como

pré-sinusoidal, que s@o geralmente as obstru¢ces decorrentes de casos de
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esquistossomose; sinusoidal que classifica a obstrucéo decorrente da cirrose, ou pos-
sinusoidal que classifica as obstru¢cdes decorrentes de doencas que afetam a veia
central (20).

Em relacdo ao diagnéstico de HP, este é preferencialmente realizado pelo
método de medicdo da pressédo portal, amplamente conhecido como um método de
diagndstico direto, que € feito através de pontos de referéncia internos, com a pressao
da veia cava inferior, determinando um gradiente de pressédo venosa portal em
conjunto com exames complementares como a endoscopia digestiva superior e testes
de imagem (21).

A cirrose hepatica € a principal causa compreendendo mais de 90% dos casos
de hipertenséo portal. Entre as principais complicagdes resultantes da HP estdo a
hemorragia digestiva superior devido a ruptura das varizes gastroesofagicas. Outra
complicacdo ndo menos importante € a presenca de ascite (21,22).

A ascite no paciente cirrético é ocasionada por uma série de eventos
bioguimicos, estruturais e circulatérios. Neste sentido, a ascite é definida como o
acumulo de liquido na cavidade abdominal. Nos pacientes cirréticos, a presenca de
ascite € vista como um sinal pioneiro da doenca, impactando diretamente a qualidade
de vida do paciente. No paciente em que o volume de liquido retido na regido
peritoneal ultrapassa 1500 ml, o abdémen apresenta aspecto globoso, estiramento da
regido e dificuldades ventilatorias, bem como a presenca de edema de membros.

Existem trés teorias aceitas, as quais tentam elucidar a fisiopatologia da ascite.
A teoria da vasodilatacdo explica que na fase inicial da cirrose ha a presenca de
vasodilatacao periférica e retencdo de agua e sédio pelos rins. Ja na fase intermediaria
da doenca, ha a teoria overflow (super-fluxo), onde ocorre o escape dos fluidos para
a cavidade peritoneal, apés meses com a presenca de ascite e agravamento da
cirrose. A teoria underfill (baixo-enchimento) caracteriza a queda do volume efetivo
circulante e a ativacdo dos sistemas vasopressores, ocasionando a retencdo de agua
e sadio pelos rins (21,23).

Por outro lado, com o aumento da resisténcia vascular intra-hepatica e o
consequente aumento da pressdo portal, h4 o desenvolvimento de comunicacfes
entre a veia porta e a circulagédo sistémica com o intuito de descongestionar o fluxo

sanguineo na regido portal e manter o retorno sanguineo ao coragéo. Essas
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comunicacdes sdo denominadas shunts ou colaterais portossistémicos. No entanto,
tal medida fisiolégica é pouco efetiva, uma vez que ndo ocasiona a diminuicdo de
forma efetiva da HP. Os shunts portossisttmicos podem ser classificados em
esquerdos e direitos (centrais). O shunt direto mais frequente é o paraumbilical,
enguanto os shunts esquerdos mais comuns sdo shunt gastrorrenal e esplenorrenal
(24).

O shunt gastrorrenal acomete em média de 80 a 85% dos pacientes cirroticos
com presenca de varizes géastricas. Este shunt forma uma ligacéo entre a veia gastrica
e a veia renal esquerda. A presenca de shunts em pacientes cirréticos € aumentada

de acordo com a piora do dano hepatico (24).

2.3 SINDROME HEPATORRENAL

A sindrome hepatorrenal (SHR) € uma das principais causas de leséo renal
aguda (LRA) progressiva que acomete pacientes com doencas hepaticas avancadas.
A SHR nao apresenta danos histolégicos nos rins, uma vez que o dano é unicamente
funcional, ocasionado pelas complicacBes decorrentes de doencas hepaticas crénicas
graves, em especial a cirrose. Neste caso, a doenca hepética promove a
vasoconstricdo e diminuicdo da perfusdo renal e por consequéncia ocorre a
diminuicao da taxa de filtracdo glomerular (8,25).

De acordo com o Clube Internacional de Ascite - International Club of Ascite
(ICA) em conjunto com demais autoridades mundiais da gastroenterologia, foi
proposta a renomeacao do termo disfuncéo renal, passando a chamar-se leséo renal
aguda (LRA) (do inglés: Acute Kidney Injury - AKI) para designar todas as alteragfes
renais presentes na cirrose (26).

Nesta perspectiva, houve a mudanca dos critérios diagnosticos. A lesao renal
aguda (LRA) é definida segundo os seguintes critérios: Aumento da creatinina sérica
em 250% no prazo de 7 dias ou aumento na creatinina sérica em =20,3mg/dl
(26,5umol/l) em 2 dias ou oliguria por 26horas (27). Ademais, houve a classificacao
de acordo com o nivel de gravidade da lesdo renal aguda (LRA), podendo a doenca
transitar entre as classificacdes dependendo do seu estado de complexidade e
gravidade atual (26,27). Logo, a SHR tipo 1 passa a denominar-se sindrome
hepatorrenal com leséo renal aguda (SHR-LRA - no inglés: HRS-AKI), a forma mais
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classica da SHR na cirrose. Ja a SHR tipo 2 passa a chamar-se sindrome hepatorrenal
sem leséo renal aguda (SHR-SLRA - no inglés: HRS-NAKI) e é subclassificada em
aguda e crodnica (28).

O diagndstico de SHR exige atender aos novos critérios do Clube Internacional

de Ascite ap0Os descartar outras causas de lesao renal (34).

2.3.1 Fisiopatologia da SHR

A sindrome hepatorrenal (SHR) apresenta-se da seguinte forma: ha uma forte
vasoconstricao renal que resulta numa reducéo intensa da taxa de filtracdo glomerular
(TFG), enquanto na circulacdo extra-renal ha uma predominancia da vasodilatacéo,
causando hipotensao sistémica. A doenca € caracterizada por alteracdo funcional do
rim, uma vez que os rins sdo histologicamente normais e a insuficiéncia renal é
reversivel se ocorrer o transplante hepatico (29,30).

A fisiopatologia da SHR ainda n&o é inteiramente esclarecida; no entanto, sabe-
se que a doenca é causada pela vasodilatacdo esplénica em decorréncia da
hipertenséo portal e cirrose. A cirrose em conjunto com a HP provoca a vasodilatacéao
esplénica, acarretando na diminuicdo do volume sanguineo efetivo na circulacédo
sistémica. H4 a ativacdo do sistema renina-angiotesina-aldosterona, o que causa o
aumento da retencdo de sédio e vasoconstricao arteriolar.

No inicio da SHR, a perfusdo sanguinea renal € mantida dentro dos padrdes
normais devido ao aumento da sintese de vasodilatadores renais, como é o caso das
prostaglandinas. Porém, com a progressao da doenca, ha a piora da perfuséo renal
devido ao sub-preenchimento arterial, o que causa o dano funcional no rim, bem como

a queda na taxa de filtracdo glomerular (31).
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Figura 1 — Esquema da Fisiopatologia da SHR elaborado pelo autor.

2.3.2 Diagnéstico e tratamento

Devido a falta de testes especificos para o diagnostico da SHR, o diagndstico
da doenca baseia-se na exclusao de outros fatores causais de insuficiéncia renal em
individuos afetados por cirrose. O tratamento na SHR tem como principal objetivo a
reversdo e solucdo do fator causador da lesédo aguda renal. Esta reversdo ocorre
através da melhoria da funcionalidade hepética. Neste sentido, esta melhoria é
alcancada através de terapia médica - ndo cirdrgica, ou através de transplante
hepatico (32,33,34).

No entanto, atualmente, a conduta medicamentosa mais utilizada para a SHR
tem sido a administracdo de albumina juntamente com drogas vasoconstritoras, e
dentre as mais utilizadas estdo a terlipressina e a noradrenalina. De acordo com
revisbes sisteméaticas e ensaios clinicos realizados para efeitos de comparacao entre
0 uso dos dois medicamentos no tratamento da SHR, os estudos ndo demonstraram

grandes diferencas entre eles. Contudo, € de notar que a noradrenalina requer a sua
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administracdo em unidade de cuidados intensivos (UCI), enquanto que a terlipressina
permite a sua utilizacdo em enfermarias comuns (35).

A utilizac&o de vasoconstritores aliados a albumina é considerada peca-chave
no tratamento da SHR, visto reverterem a cadeia de eventos que precedem a doenca.
A administracdo de albumina intravenosa tem sido evidenciada por sua capacidade
de reduzir a concentracdo de Oxido nitrico e de outras citocinas (35,36).

A utilizagéo de albumina no tratamento da SHR e cirrose favorece um melhor
manejo do quadro clinico, bem como promove a diminuigcdo dos agravos decorrentes
das doencas. A albumina é a proteina em maior quantidade presente no plasma
sanguineo, sendo uma macromolécula responsavel pelo controle da pressao oncaética
do plasma e na modulacéo da distribuicéo de fluidos corpéreos. A sintese de albumina
ocorre no figado. No entanto, em pacientes cirréticos, a sintese enddégena desta
proteina esta diminuida levando a um quadro de hipoalbuminemia definida por uma
concentracdo de albumina sérica inferior a 35g/L (37).

Em muitos casos € inevitdvel a utilizacdo de medicamentos diuréticos no
manejo da SHR. Dentre as principais drogas utilizadas, destaca-se a furosemida e
espironolactona. A $furosemida apresenta um efeito rapido e de curta duragéo (2 a 3
horas), e a espironolactona com uma durag¢do maior, podendo ultrapassar 24 horas
de meia vida (38).

O quadro de cirrose em conjunto com a SHR leva o individuo a desenvolver um
quadro de hiperaldosteronismo, ocorrendo a superatividade do sistema renina-
angiotensina-aldosterona que resulta em hipocalemia (baixa concentracdo de
potassio no sangue). O quadro de hiperaldosteronismo aumenta a retencdo de
liguidos no paciente cirrético. A utilizacdo de drogas diuréticas é empregada no
manejo da cirrose e diminuicao da retencao hidrica (39). Conforme proposto por Felix
(2005), a ingestdo de sodio deve ser controlada ou até mesmo restrita em 60 a 90
mEqg/dia de sodio, colaborando para a diminuicdo da necessidade de utilizacdo de
drogas diuréticas (38).

Contudo, o tratamento com reversao total e cura da doenca é o transplante
hepético, uma vez que proporciona uma sobrevivéncia mais longa em comparagao
com outros tratamentos, bem como uma melhor qualidade de vida para o individuo
(40).
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N&o muito distante, tem evidenciado-se o interesse da comunidade académica
em buscar novas substancias que sejam capazes de auxiliar no tratamento da SHR.
Levando em consideracdo a complexidade do tratamento da doenca e a relagéo direta
com a qualidade de vida do individuo, € importante que novos estudos a fim de validar

e identificar novas substancias coadjuvantes no tratamento da SHR sejam realizados.

2.3.3 Cirrose Biliar Secundaria como Modelo Experimental para estudo da
Sindrome Hepatorrenal em ratos

A obstrucao prolongada do ducto biliar em ratos € um modelo experimental
para inducéo de cirrose biliar secundaria. Neste modelo, as caracteristicas da doenga
séo estabelecidas em aproximadamente 28 dias com marcada proliferacdo ductal,
edema e reacOes inflamatérias agudas, podendo, ainda, ocasionar alteracdes
sistémicas (41,42).

A cirrose biliar secundéria provocada por obstrucdo do ducto biliar comum é
caracterizada por perda progressiva da funcéo hepética, hipertensao portal e algumas
complicacBes adicionais que causam alta mortalidade (43). Este modelo de cirrose
apresenta semelhancas em muitas das caracteristicas observadas na cirrose em
humanos e nas induzidas por CCl4, tais como a retencdo de sodio, circulacéo
hiperdindAmica, reducdo da resisténcia vascular periférica e aumento do débito
cardiaco (44).

Ratos com ligadura de duto biliar desenvolvem disfuncédo renal, com um
aumento da creatinina no plasma. Isto é associado com um aumento na atividade da
renina plasméatica sugerindo disfuncdo circulatéria subjacente, tal como tem sido
descrita em pacientes com cirrose avancada (25). A ligadura do ducto biliar comum
(LDB) em ratos tem sido utilizada para estudar a cirrose e suas complicacdes sendo

considerado um bom modelo para estudar a sindrome hepatorrenal (45,25).

2.4 OMEGA-3

Os acidos graxos 6mega-3 foram considerados lipidios anti-inflamatorios com

base em estudos epidemiolégicos com esquimos da Groelandia, onde predomina
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uma dieta rica em acidos graxos poli-insaturados, provenientes de peixes e outros
alimentos (46).

Os 4&cidos graxos poli-insaturados (AGPIs) da familia dos ©6mega-3
compreendem um grupo de 4cidos graxos que séo principalmente representados pelo
acido eicosapentaendico (EPA) e &acido docosa-hexaendico (DHA), o qual é
encontrado em altas concentracbes em O6leos de peixes, apresentaram efeitos
antiinflamatoérios, antiapoptéticos e antioxidantes em diversos estudos como
diferentes modelos experimentais (47).

Foram relatados varios beneficios relacionados com a ingestdo regular de
6mega-3, entre os quais: diminuicdo das espécies reativas de oxigénio (ERO),
prevencado e tratamento de doencas cardiovasculares, melhora da inflamacéo em
doencas de origem inflamatoria, e altera¢des imunoldgicas (48,46).

A utilizac&o regular de 6mega-3 esta intimamente relacionada com a prevencgao
e reducao da gravidade de vérias doencas. Os acidos graxos 6mega-3 sao facilmente
encontrados em maiores quantidades na dieta da populacdo mediterranea, dado o
elevado consumo de alimentos de origem vegetal, bem como peixes de aguas frias,
0S quais apresentam elevados teores de dmega-3. Dentre os principais alimentos
fontes de 6mega-3 destacam-se: nozes, azeite de oliva, linhaca, salméo e chia (49).

Estes acidos graxos sao incorporados nos fosfolipidios das membranas
celulares e assim melhoram a funcgéo bioldgica, que ocorre em varias estruturas, tais
como no cérebro, retina, coracgao, figado e rins (50). Alguns estudos ja demonstraram
gue os acidos graxos 6mega-3 séo capazes de controlar a inflamacgéo diminuindo a
proteina-C reativa (PCR), bem como a diminui¢do da liberacdo de citocinas e outros
mediadores inflamatdrios, pois os AGPIs 6mega-3 competem com acido araquiddnico
(AA), o principal representante de AGPIs da familia d6mega-6. AA é o precursor de
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, que tém efeitos pré-inflamatérios. Além
disso, os AGPIs omega-3 sdo precursores de uma classe de lipidios (por exemplo,

proteinas e resolvinas) que possuem efeitos anti-inflamatorios (51,50).
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3 JUSTIFICATIVA

A SHR é uma complicacao que determina um pior prognostico para a cirrose e
seu desenvolvimento estd associado com uma probabilidade de sobrevivéncia de
aproximadamente 15% em trés meses. A insuficiéncia renal € uma complicacao
frequente e grave nos pacientes com cirrose hepatica descompensada. A perda da
funcdo renal associa-se a um aumento da mortalidade e uma piora no prognéstico do
transplante hepatico. Um melhor conhecimento da etiologia e a instalagdo de um
tratamento precoce séo essenciais para um melhor prognostico da doenca. A SHR é
responsavel por 11% a 20% de todas as causas de lesdo aguda renal, e esta
relacionada com aproximadamente 30% de aumento de mortalidade em pacientes

hospitalizados portadores de SHR.

Um estudo de meta-analise apontou taxas de mortalidade de 58% no primeiro
més e de 63% no primeiro ano em pacientes cirréticos e comprometidos pela SHR
(52,53,54). A pesquisa sobre a insuficiéncia renal na cirrose nos proximos anos deve
ser focada em mecanismos de prevencao e tratamento com o objetivo de melhorar a
sobrevida destes pacientes. Para isso mais estudos devem ser viabilizados para
busca substancias que possam atuar de forma coadjuvante no tratamento da cirrose
e em consequéncia da SHR, colaborando de forma positiva na qualidade de vida e
sobrevida dos pacientes comprometidos pela SHR.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar os efeitos da suplementacéo de 6mega-3 em tecido renal de ratos

com cirrose por ligadura do ducto biliar.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o estresse oxidativo renal através da medida de dano oxidativo e da

atividade das enzimas antioxidantes em animais doentes e tratados com

omega-3.
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Determinar os niveis de 6xido nitrico em animais doentes e tratados com
omega-3.
Quantificar o dano ao DNA, apoptose e a viabilidade celular no tecido renal

dos animais doentes e tratados com 6mega-3.
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EFEITO PROTETOR DOS ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS OMEGA-3 NA
SINDROME HEPATORRENAL EM RATOS WISTAR

Introducéo: A sindrome hepatorrenal (SHR) € um dos tipos mais comuns de leséo
renal aguda (LRA) que afeta doentes cirréticos e caracteriza-se pela reducéo do fluxo
sanguineo renal. E uma das complicacdes mais graves que afetam os pacientes
cirréticos com doenca avancada. Objetivo: Estudar o efeito protetor da
suplementacado de acidos graxos poli-insaturados do tipo 6mega-3 no tecido renal de
ratos cirroticos. Métodos: A cirrose biliar secundaria foi induzida em ratos por ligadura
do ducto biliar comum (LDB). Foram utilizados 24 ratos Wistar machos divididos nos
seguintes grupos: Grupo | (controle); Grupo Il (tratado com dmega-3, 1g/kg de peso
corporal); Grupo Il (LDB tratado com émega-3, 1g/kg de peso corporal) e Grupo IV
(LDB sem tratamento). A cirrose hepatica foi induzida pelo modelo de ligadura do duto
biliar (LDB) com duracéo de 28 dias. Apds o periodo de experimento, os animais foram
eutanasiados por sobredose de anestésico, os rins foram dissecados, retirados e
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C para posterior
andlise. Foram avaliados o estresse oxidativo, os metabdlitos do 6xido nitrico, o dano
ao DNA pelo ensaio cometa, o teste de viabilidade celular e a presenca de apoptose
no tecido renal. Os dados analisados pela variancia unidirecional (ANOVA) e as
médias foram comparadas usando o teste Tukey, com p < 0,05. Resultados: O
0mega-3 diminuiu significativamente a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (p <0,001) e a formacao de malondialdeido (MDA) no grupo LDB + 6mega-
3 (p <0,001). A atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT aumentou no grupo
LDB + 6mega em relacéo ao grupo LDB (p <0,01). A producao de 6xido nitrico, o dano
ao DNA e a caspase 9 foram significativamente diminuidas no grupo LDB tratado com
dmega-3 e houve um aumento do potencial eletroquimico mitocondrial (p <0,001) no
grupo LDB tratado com 6émega-3 em relagdo ao grupo LDB. Nao foram observadas
alteracdes no indice de sobrevivéncia celular na sindrome hepatorrenal com émega-
3 gquando comparadas ao grupo controle (p> 0,05). Conclusdes: O estudo mostra
que o Omega-3 é capaz de proteger a integridade e funcao celular do dano oxidativo
através do aumento das enzimas antioxidantes, inibicdo da formacéao de radicais livres
e diminuicdo da apoptose.

Palavras-chave: Acido graxo poli-insaturado 0mega-3, Sindrome hepatorrenal,
Espécies reativas de oxigénio, Apoptose.
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PROTECTIVE EFFECT OF LONG CHAIN OMEGA-3 POLYUNSATURATED
FATTY ACIDS (N-3 PUFAS) ON HEPATORENAL SYNDROME IN RATS

Introduction: Hepatorenal syndrome (HRS) is the most common types of acute kidney
injury (AKI) that affects cirrhotic patients. Is characterized by reduced renal blood flow
and is the most serious complications that affect cirrhotic patients with the disease
advanced. Aim: Evaluated the protective effect of omega-3 polyunsaturated fatty acid
supplementation on the kidney of cirrhotic rats. Methods: Secondary biliary cirrhosis
was induced in rats by biliar duct ligation (BDL) to 28 days. We used 24 male Wistar
rats divided into the following groups: Group | (control); Group Il (treated with omega-
3, 1g/kg of body weight); Group Il (BDL treated with omega-3, 1g/kg of body weight)
and Group IV (BDL without treatment). After the experimental period, the animals were
euthanized by an overdose of anesthetic, the kidneys were dissected, removed and
frozen in liquid nitrogen and stored in a freezer at -80°C for later analysis. Oxidative
stress, nitric oxide metabolites, DNA damage by the comet assay, cell viability test and
the presence of apoptosis in kidney were evaluated. Data analyzed by one-way
variance (ANOVA), and means were compared using the Tukey test, with p < 0.05.
Results: Omega-3 significantly decreased the production of reactive oxygen species
(ROS) (p <0.001) and the formation of malondialdehyde (MDA) in the BDL + omega-3
group (p <0.001). The activity of the antioxidant enzymes SOD and CAT increased in
the BDL + omega compared to the BDL group (p <0.01). Nitric oxide production, DNA
damage and caspase 9 were significantly decreased in the BDL treated with omega-3
and there was an increase in mitochondrial electrochemical potential (p <0.001) in the
BDL treated with omega-3 compared to the BDL. No changes were observed in the
cell survival index in hepatorenal syndrome with omega-3 when compared to the
control group (p> 0.05). Conclusions: The study shows that omega-3 is capable of
protecting cellular integrity and function from oxidative damage, through increasing
antioxidant enzymes, inhibiting the formation of free radicals and decreasing
apoptosis.

Keywords: Omega-3 polyunsaturated fatty acid, Hepatorenal syndrome, Reactive
oxygen species, Apoptosis
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INTRODUCAO

A cirrose hepética é oriunda de diversos eventos causais, desde a
hepatotoxicidade induzida por drogas, infec¢des por hepatites, consumo excessivo de
alcool, doencas metabdlicas primarias e doencas que afetam o trato biliar. No
percurso da doenca ocorre a destruicdo continua dos hepatdcitos e a deposicao de
coldgeno, o que confere ao figado um encolhimento, alteragbes anatdbmicas e
funcionais. Tais alterac¢des dificultam a circulacdo sanguinea intra-hepética, ademais,
com o avanco e agravamento da doenca, uma série de eventos decorrentes da
alteracdo hepatica acontecem. Dentre estes eventos, destacam-se o desenvolvimento
da hipertenséo portal, formacédo de varizes gastroesofagicas, ascite, encefalopatia
hepética, deplecdo da sintese de fatores de coagulacdo e sindrome hepatorrenal
(Ojeda-Yuren et al., 2021).

Em 2016, mais de 40 milhdes de americanos morreram devido as complicacées
decorrentes da cirrose, tornando-se a décima segunda principal causa de morte nos
Estados Unidos neste ano (Kochanek et al, 2017).

Uma das principais consequéncias no estagio avancado da cirrose € o
surgimento da sindrome hepatorrenal (SHR), um dos tipos mais comuns de lesdo
renal que afeta pacientes com doencas hepaticas graves e descompensada e
caracteriza-se pela diminuicdo da perfusdo renal e vasoconstricdo (Russ et al, 2015;
Ginés et al, 2018). Sdo reconhecidas duas formas de sindrome hepatorrenal. A
primeira representa um comprometimento agudo da funcao renal, SHR-LRA (lesdo
renal aguda); enquanto a segunda representa uma disfuncéo renal mais crénica, SHR-
LRC (lesao renal cronica) (Simonetto; Gines; Kamath, 2020). O diagnéstico de SHR
exige atender aos novos critérios do Clube Internacional de Ascite ap0s descartar
outras causas de lesao renal (Angeli et al., 2019).

Poucos estudos analisam o efeito do tratamento com substancias antioxidantes
no rim de animais cirrgticos, uma vez que ha consenso de que a disfuncao renal na
cirrose € resultado das alteracdes hemodinamicas e da ativagdo de mecanismos
hormonais compensatérios. Estudos anteriores ja demonstraram que, embora nao
haja alteragfes estruturais detectaveis no tecido renal de animais cirréticos por LDB,
ha perda de integridade e fungéo celular no rim, com apoptose, ativacédo da caspase-

3, dano oxidativo as membranas celulares e dano ao DNA
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causado pelo estresse oxidativo desencadeado pela cirrose hepatica (Silveira et al,
2015).

Os acidos graxos 6mega-3 sdo considerados lipidios anti-inflamatérios desde
os estudos epidemioldgicos realizados por Kronmann e Green em 1980 com esquimés
da Groelandia que tinham uma dieta rica em acidos graxos poli-insaturados derivados
de peixe (Kromann; Green 1980).

Os acidos graxos 6mega-3 sédo conhecidos por modular a resposta imune
alterando os fosfolipidios de membrana e prevenindo um perfil pré-inflamatério (Howe
et al, 2018). O beneficio da suplementacdo com 6mega-3 € bem caracterizado para a
protecdo ao risco cardiovascular, principalmente pela reducdo quase linear dos
triglicerideos e das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) associadas a ingesta do
omega-3 (Wang et al., 2023). Também séo relatados outros beneficios relacionados
com a ingestao regular de dGmega-3, entre os quais: diminuicdo das espécies reativas
de oxigénio (ERO), da proteina c-reativa (PCR), bem como na diminui¢do da liberacéo
de citocinas e outros mediadores inflamatorios (Howe et al, 2018; Stefanello, 2019).

Nas doencas hepaticas alguns estudos tém reportado uma acao benéfica dos
acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 diminuindo a sepse e 0s marcadores
inflamatorios em pacientes com hepatite aguda grave (Kulkami et al., 2021), reduzindo
a inflamacédo e fibrose em pacientes com atresia biliar (Sumida et al., 2018) e
diminuindo a porcentagem de gordura hepética em pacientes com EHNA tratados
como acido docosahexaendico (DHA) purificado (Scorletti et al., 2014), além de indicar
uma reducéo significativa no risco de doenca hepéatica, particularmente DHGNA com
0 uso regular da suplementacédo com émega-3 (Vell et al., 2023).

Neste sentido, a utilizacdo regular de 6mega-3 esta intimamente relacionada
com a prevencao e reducdo da gravidade de varias doencas. Os acidos graxos
Omega-3 sao encontrados em maiores quantidades em alimentos como nozes,
linhaca, chia, sardinha, salm&o e atum (Calder et al, 2015). Sendo assim, a
suplementacdo de dmega-3 pode representar uma terapia adicional aos individuos
comprometidos pela SHR; no entanto, pouco se sabe do papel desses acidos graxos
em pacientes com SHR, incluindo os efeitos sobre as concentracdes de citocinas

inflamatorias e sobre a melhora no percurso da doenga.
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O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da suplementacdo com acidos
graxos 6mega-3 sobre o estresse oxidativo e apoptose no tecido renal dos animais

doentes e tratados com dmega-3.

MATERIAIS E METODOS

Farmacos e reagentes: O 6mega-3 utilizado no estudo foi marca Catarinense.
Foram obtidos anticorpos primarios anti-caspase 9, anti-caspase 3 e anticorpos
secundarios anti-caspa IgG (H+L) F(ab")2 fragmentos conjugado com Alexa Fluor®
488 da Cell Signaling Technology (USA) e Invitrogen (Grand Island, NY, USA),
respectivamente. Todos 0s outros reagentes utilizados nos experimentos foram de
grau analitico e da mais alta pureza.

Animais e Modelo Experimental de Ligadura de Duto Biliar: Foram
utilizados 24 ratos Wistar machos adultos com peso médio de 300g. Os animais foram
divididos em quatro grupos com 6 animais por grupo: Grupo | (controle) - receberam
1 mL de solucdo fisioldgica por gavagem; Grupo Il (tratado com dmega-3 na dose de
1g/kg de peso) - receberam 1mL de 6mega-3 por gavagem; Grupo Il (LDB tratado
com dmega-3 na dose de 1g/kg de peso) — submetidos ao modelo de ligadura de ducto
biliar e receberam 1mL de dmega-3 por gavagem; e Grupo IV (LDB sem tratamento)
— receberam 1mL de solucao fisiol6gica por gavagem. A suplementacdo diaria com
Omega-3 iniciou no 14° dia apos a LDB e seguiu durante 2 semanas até a morte dos
animais no 28° dia ap6s a LDB. Todos os procedimentos experimentais realizados nos
animais estdo de acordo com o preconizado pela Lei Arouca (Lei n°® 11.794, de
08.10.2008) e foram aprovados pelo Comité de Etica da UFCSPA com o parecer
146/12.

A cirrose hepatica foi induzida pelo modelo de ligadura do duto biliar (LDB).
Resumidamente, os ratos foram anestesiados com cloridrato de xilazina a 2% (50
mg/kg) e cloridrato de cetamina (100 mg/kg) administrado por via intraperitoneal (i.p.).
A cirrose biliar secundaria foi induzida nos animais através da ligadura dupla e seccéo
total do ducto biliar comum. Os animais foram sacrificados apos 28 dias da obstrucgéo,
tempo em que ha completo desenvolvimento tanto da colestase quanto da fibrose e

claro estabelecimento das alteracdes bioquimicas caracteristicas da cirrose hepatica.
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Os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico. Os rins foram
dissecados, retirados e congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer
a -80°C. O rim congelado de cada rato foi homogeneizado em tampéo de fosfato de
sédio 20 mM, pH 7,4 contendo 140 mM KCI. (1:10 p/v) e centrifugados durante 10 min
a 4°C. O sobrenadante foi imediatamente separado e utilizado para as avaliacfes

bioquimicas.

Avaliacao do estresse oxidativo no tecido renal

Medida de radicais livres

Os homogeneizados de rim foram incubados com 100 uL de 25 pM diacetato
de diclorofluoresceina (DCFDA) por 30 min a 37°C. No final do periodo de incubacao,
a fluorescéncia dos homogeneizados foi medida num leitor de microplacas
SpectraMax M2e (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale,
California). Os comprimentos de onda de excitacdo/emissdo para DCFDA foram
480/520 nm. Os valores de fluorescéncia relativa (RFU) foram expressos como
proteina RFU mg-1 (Mattiello et al., 2015).

Medida das substancias que reagem ao acido tiobarbitlrico (TBARS)

A avaliacdo através da técnica TBARS € uma medida de peroxidacéo lipidica
e foi determinada de acordo com Esterbauer e Cheeseman (1990). Os
homogeneizados foram misturados com &cido tricloroacético 10% e &cido
tiobarbiturico 0,6 % e aquecidos num banho de agua a 100°C durante 25 min. TBARS
foi determinado pela absorcéo a 535 nm. Os resultados foram reportados como nmol
de TBARS por mg de proteina.

Atividade da superoxido dismutase

A superoxido dismutase citosolica (SOD; EC 1.15.1.1) foi medida de acordo
com Misra e Fridovich a 30°C. A taxa de auto-oxidacdo da epinefrina, que €
progressivamente inibida por quantidades crescentes de SOD no homogenato, foi
monitorada espectrofotometricamente a 560 nm. A quantidade de enzima que inibe a
auto-oxidacdo da epinefrina a 50% da inibicho maxima foi definida como 1 U de
atividade da SOD.
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Atividade da catalase

A atividade de CAT (EC 1.11.1.6) foi testada de acordo com o método descrito
por Maehly e Chance et al., (1954), com base no desaparecimento de H202 a 240 nm.
Brevemente, 10 pL de homogeneizado foi adicionado a 180 pL de tampdao de fosfato
de potassio de 20 mM pH 7,2. Subsequentemente, foram adicionados 10 pL de 5 mM
H202 e a absorbancia foi imediatamente registada a cada 30s durante 10 min,
utilizando SpectraMax M2e Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical
Technologies, Sunnyvale, California). Uma unidade CAT é definida como um pmol de
peréxido de hidrogénio consumido por minuto e a atividade especifica é calculada

como Unidades CAT/mg de proteina.

Medida dos metabdlitos do 6xido nitrico

A producdo de o6xido nitrico (NO) foi estimada através da medicdo da
guantidade de nitrito, um metabdlito estavel de NO (Freitas et al., 2005). Em resumo,
100 pL homogeneizados foram misturados com 100 pL do reagente Griess (1%
sulfanilamida; 0,1% naftilenodiamina; 2,5% HsPOa4) a temperatura ambiente. Apos 20
min, a absorbancia foi medida a 540 nm utilizando o leitor de microplaca SpectraMax
M2e (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, Califérnia). Foi
utilizada uma curva de calibracdo de nitritos para converter a absorbancia em nitritos
HM.

Ensaio Cometa

O ensaio do cometa alcalino foi realizado como descrito anteriormente (Singh,
1988). Brevemente, 10 uL de células foram misturadas com 90 uyL de agarose e
espalhadas numa lamina de microscépio com agarose e colocadas a 4°C durante 5
min para permitir a solidificacdo. As células foram lisadas em alta concentracéo de sal
e detergente (2,5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris com 1% de Triton X-100 e
10% de DMSO) durante 2 h.

As laminas foram retiradas da solucdo de lisagem e lavadas trés vezes com
PBS. Subsequentemente, as células foram expostas a condi¢des alcalinas (300 mM
NaOH/1 mM Na2EDTA, pH >13, 30 min, 4°C) para permitir o desenrolamento do DNA.
A eletroforese foi conduzida durante 25 min a 25 V e 300 mA (94 V/cm). Apos a
eletroforese, as laminas foram neutralizadas e coradas com prata (Nadin, 2001).
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Cem células foram pontuadas visualmente de acordo com o comprimento da
cauda e a quantidade de DNA presente na cauda. A cada cometa, foi atribuido um
valor arbitrario de 0-4 (0, ndo danificado; 4, maximamente danificado), como descrito
por Collins et al. (1995). A pontuacao de dano foi assim atribuida a cada amostra e
pode variar entre 0 (completamente néo danificado: 100 células X 0) e 400 (com dano
maximo: 100 células X 4). As diretrizes e recomendacdes internacionais para o ensaio
cometa consideram que a pontuacao visual de cometas € um método de avaliagdo
bem validado, uma vez que esta altamente correlacionado com a analise de imagem

baseada em computador (Collins et al. 1995; Nadin et al. 2001).

Medida de viabilidade celular

A viabilidade celular relativa determinada pelo ensaio de exclusdo de corante
azul-tripan (TBDE) foi utilizada como medida citotoxica (Silveira et al. 2015). A
coloracdo de azul de tripano € um método de longa data e amplamente utilizado para
identificar células mortas. Apenas células com membranas intactas podem
efetivamente excluir o corante, pelo que as células mortas com membranas
comprometidas ficam coradas.

Para cada grupo, foram misturados homogeneizados com solucédo 0,4% de
azul-tripano. A citotoxicidade (a taxa inibitéria do crescimento celular) foi determinada
a partir do nimero de células viaveis (sem cor) nas amostras tratadas como
percentagem do controle de PBS. Utilizamos o Contador de Células Automatizado
Countess® (Invitrogen). O teste foi realizado de acordo com as instru¢bes do

fabricante.

Avaliacdo da apoptose por andlise de citometria de fluxo

A Anexina V-PE foi utilizada em conjunto com um corante 7-AAD para distinguir
células apoptoéticas (Anexina V-PE positivo, 7-AAD negativo) de células necroéticas
(Anexina V-PE positivo, 7-AAD positivo). Apos tratamento, as células foram recolhidas
e ressuspendidas em 40 pL de tampéao de ligagdo com 2 pL de Anexina V-PE. As
células foram incubadas durante 15 min no escuro a temperatura ambiente.

Apés incubacéo, foram adicionados 160 puL de tampéao de ligacdo e 2 pyL de 7-
AAD. As células foram incubadas durante 5 min e foi adicionado 200 pL de tampéao de
ligacdo. Antes da analise, as células foram filtradas e os dados foram coletados e



36

analisados por um citdmetro de fluxo FACS Calibur com software CellQuest, num total
de 10.000 eventos por amostra. A fluorescéncia foi medida e a percentagem de células
viaveis, apoptoticas precoces, apoptoticas tardias e necréticas foi determinada (Viau
et al. 2014).

Quantificacdo da clivagem da caspase 9 por analise de citometria de fluxo
Ap0os tratamento, as células foram recolhidas e ressuspendidas em 25 yL PBS
e fixadas com 4% de formaldeido. Apds permeabilizacdo e bloqueio (0,2% Triton X-
100 em PBS e 1% BSA), as células foram incubadas com os anticorpos primarios
diluidos 1:1000 durante 1h a temperatura ambiente, seguidos de incubacdo com
anticorpo secundario FITC anti-coelho a 1:1000 durante 1h a temperatura ambiente
no escuro. A intensidade de fluorescéncia em unidades arbitrarias foi tracada em
histogramas, e a intensidade média de fluorescéncia foi calculada utilizando o

software CellQuest.

Ensaio do potencial eletroquimico mitocondrial

Apos tratamento, as células foram incubadas com 2 mM Rh123 (rodamina 123)
durante 30 minutos a 37° C, lavadas e depois ressuspendidas em 100 yL PBS. O
potencial electroquimico mitocondrial esta correlacionado com a intensidade de
fluorescéncia de Rho123 (com diminuicdo da fluorescéncia significando perda do
potencial electroquimico mitocondrial) (Emadi et al. 2010). A citometria de fluxo foi
realizada quando um FACS Calibur (Becton Dickinson, San Jose, Califérnia, Estados

Unidos) com excitacao a 488nm e emisséo lida usando um filtro de 525-550nm.

Analise estatistica

Os dados foram analisados por analise de variancia unidireccional (ANOVA), e
as médias foram comparadas usando o teste Tukey, com p < 0,05 considerado como
estatisticamente significativo usando o programa GraphPad Prism versao 5.0 (Intuitive
Software for Science, Sao Diego, CA, EUA). Todos os dados foram expressos como

média + erro padrao (EP). Todas as analises foram realizadas em duplicado.
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RESULTADOS

Investigamos o efeito do tratamento com 6mega 3 em alguns parametros de
estresse oxidativo no tecido renal de ratos. Avaliamos a producéo de espécies reativas
de oxigénio utilizando a reacédo com diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA), o qual
libera fluorescéncia quando oxidado por espécies reativas de oxigénio (Mattiello et al.,
2015). Como pode ser observado na Figura 1, o dmega-3 diminuiu significativamente
a producgéo de ERO (p<0,001).

A técnica TBARS baseia-se na utilizacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitlrico que estdo presentes em amostras biolégicas na forma de hidroxidos
lipidicos e aldeidos, e estes sdo aumentados como resposta ao estresse oxidativo. Na
reacdo do ensaio TBARS ocorre a reacdo entre duas moléculas de TBA e uma de
malonaldeido (MDA) resultando em um pigmento rosa o qual € medido sua absorcéo.

O MDA é resultante do processo de peroxidacgao lipidica, sendo um produto
secundéario durante a oxidacdo de &cidos poli-insaturados. Tal determinacdo em
amostras bioldgicas € indicativo de lipoperoxidacdo (Esterbauer; Cheeseman, 1990).
O dano oxidativo em membrana medido pela técnica de TBARS mostrou-se
aumentado nos animais cirréticos por LDB e foi reduzido nos animais tratados com
omega-3 (p<0,001) (Figura 2).

Quanto a atividade das enzimas antioxidantes (Figura 3 e 4), o tratamento com
Omega-3 aumentou a atividade da SOD (p<0,01) e a atividade da CAT (p<0,001). A
producdo de 6xido nitrico (NO) foi determinada pelo conteddo dos seus metabdlitos,
nitritos e nitratos, medidos pela técnica de Griess. Como mostrado na Figura 5, o
tratamento com 6mega-3 diminuiu a produgéo de NO (p<0,001).

Os agentes toxicos ao DNA podem alterar o conteddo ou a estrutura dos
cromossomos, bem como a sequéncia dos pares de bases do DNA (McGregor, 2000).
Para avaliar os danos no DNA, realizamos o ensaio cometa alcalino. Como mostrado
na Figura 6, o 6Gmega 3 diminuiu significativamente os danos no DNA presente nos
animais cirréticos (p<0,001).

A apoptose no tecido renal foi avaliada pela caspase-9 que se mostrou reduzida
nos animais cirréticos tratados com émega-3 (p<0,01) (Figura 7). Além disso, as

células do tecido renal dos animais tratados com 6mega-3 apresentaram
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maior taxa de sobrevivéncia quando comparados aos animais cirréticos (p<0,001)
(Figura 9). Observou-se também um aumento do potencial eletroquimico mitocondrial
causado pelo tratamento com Omega-3 (p<0,01) indicando a preservacdo da
integridade da membrana mitocondrial (Figura 8).

DISCUSSAO

A cirrose hepatica descompensada em estagio avancado é de dificlil
tratamento, visto acometer diversos sistemas e 0Orgdos, causando inumeras
complicacBes como hipertensdo portal, ascite, encefalopatia hepatica, peritonite
bacteriana espontanea, sindrome hepatorrenal, dentre outras (Ge OS et al., 2016). A
SHR é um distirbio que envolve a deterioracdo da funcdo renal causada
principalmente por uma disfuncéo circulatoria sistémica (Ojeda-Yuren et al., 2021).

Na SHR, o comprometimento da funcdo renal ocorre pela constricao
significativa dos vasos sanguineos que irrigam os rins. Tal situacdo decorre da
vasodilatacdo esplancnica, que gera o aumento da volemia central, bem como h& a
interferéncia de mecanismos reflexos renais em resposta a hipertensédo portal. A
sindrome hepatorrenal € entendida como um mau progndéstico aos pacientes
hepatopatas, visto apresentar elevada taxa de mortalidade, principalmente em
pacientes descompensados e ndo candidatos ao transplante hepatico (Wu et al.,
2022).

A utilizacdo dos acidos graxos poli-insaturados émega-3 tem despertado o
interesse de pesquisadores nas Ultimas décadas devido aos seus varios papéis
desempenhados no tratamento e reducao do risco de doencgas. Os principais tipos de
Omega-3 sdo os acidos eicosapentaendico (EPA) e o &cido docosahexaendico (DHA),
0S quais sdo encontrados em peixes de aguas frias. No entanto, o 6mega-3 pode ser
também encontrado em sementes e oleaginosas, como nozes, castanhas, linhaca e
sementes de girassol; porém, nestes vegetais, 0 6mega-3 esta presente na forma de
acido linolénico (ALA), um percursor da sintese endogena de EPA e DHA no corpo
humano; todavia, essa bioconverséo € limitada (Shahidi et al., 2018).

Inimeros estudos tém evidenciado os beneficios da utilizacdo de dmega-3 em
diversas doencas como no Alzheimer (Cole et al. 2009); nas doencas

cardiovasculares (Mozaffarian et al. 2016); na melhora do sistema imunoldgico e
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modulacado inflamatoria (Larsson et al. 2004); na esquizofrenia (Su et al. 2001);
depresséao (Su et al. 2014) e canceres (Prener et al. 1996).

No presente estudo, utilizamos como modelo animal ratos submetidos a
ligadura do ducto biliar durante 28 dias, conforme protocolo de Kountouras et al, 1984,
0 que permite o desenvolvimento do quadro clinico da cirrose biliar secundaria
desencadeada pelo acumulo de bile no parénquima hepatico. Neste modelo, a partir
de 4 semanas da LDB, € possivel identificar caracteristicas da SHR, como ascite,
desequilibrio hidrico, retencéo de sédio e aumento da creatinina (Pereira et al., 2008).
Nesta perspectiva, indagamos sobre os beneficios oferecidos pela suplementacéo de
6mega-3 frente ao quadro complexo e de dificil manejo que a sindrome hepatorrenal
apresenta aos pacientes comprometidos pela doenca.

Com esse modelo, pudemos avaliar o efeito da suplementacéo diaria com
1g/Kg de peso de 6mega-3 durante 2 semanas a partir do 14° dia da LDB no tecido
renal de ratos cirréticos. Observamos uma reduc¢ao significativa nos marcadores de
estresse oxidativo com diminui¢cao na producao de espécies reativas de oxigénio, na
lipoperoxidacdo medida pelas substancias que reagem ao &cido tiobarbiturico,
melhora da disfuncédo mitocondrial avaliada pelo potencial eletroquimico mitocondrial
e aumento na atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase.

Tanto o EPA como o DHA tem uma série de efeitos antioxidantes e anti-
inflamatérios. A inflamacdo e o estresse oxidativo estdo inter-relacionados e o
estresse oxidativo pode ativar vias de sinalizacao inflamatéria, enquanto a inflamacéo
induz o estresse oxidativo. Por isso, agentes que atuam na reducdo do estresse
oxidativo também podem ter acéo anti-inflamatdria e vice-versa (Miles; Calder, 2021).

Os acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 podem agir como antioxidantes e
podem modular os processos inflamatérios (Oppedisano et al., 2020). Estudos de
intervencdo demonstraram que o aumento da ingestdo de EPA + DHA resulta em
aumento nas concentracdes desses acidos graxos nas membranas celulares o que
pode ser, em parte, responsavel pela reducdo na lipoperoxidacdo de membranas.

Além disso, eles diminuem a producdo de eicosanodides derivados do AA
(Calder, 2015; Djuricic, 2014; Giacobbe et al., 2020). O aumento no conteudo de
0mega-3 esté associado a diminui¢cdo dos niveis de outros marcadores inflamatérios,
incluindo varias citocinas e quimiocinas, proteinas de fase aguda e moléculas de
adeséao (Calder, 2020; Djuricic, Calder, 2021).
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A utilizacdo de 6mega-3 em modelo animal de hepatite também foi capaz de
reduzir a producéo de ERO (LI et al., 2006). Ja em pacientes com DHGNA avancada
os efeitos da suplementacdo com dmega-3 ndo sdo muito evidentes. Porém, em
estagios mais precoces da doenca hepética, a suplementacdo com 6mega-3 pode ser
eficaz para neutralizar o estresse oxidativo e a esteatose (Yang et al., 2019; Spooner,
2023; Jump, 2018), uma vez que existe uma correlacdo entre DHGNA e deplecéo de
acidos graxos poli-insaturados (Videla et al., 2022).

Em modelo animal de doencga alcodlica hepatica a suplementagdo com 6mega-
3 diminuiu a esteatose e a lesdo hepatica induzida por alcool através de multiplos
mecanismos, incluindo diminuicdo da lipogénese de novo e mobilizacdo lipidica do
tecido adiposo, aumento da beta-oxidacdo de &cidos graxos mitocondriais, reducdo
da inflamacéo hepatica e do estresse oxidativo (Wang et al., 2019).

A diminuicdo da inflamacé&o decorre dos efeitos jA bem descritos do EPA e
principalmente do DHA na competicdo com o AA pela enzima delta-6-desaturase e
consequente formacao de metabdlitos com agéo anti-inflamatéria como as resolvinas,
maresinas e protectinas. A diminuicdo do acumulo de lipideos no figado é mediada
através da modulacdo da atividade dos fatores de transcricdo nuclear, como 0s
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARSs), proteina 1c de
ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP-1c) e proteina de ligacéo
responsiva a carboidratos (ChREBP), envolvidos em vias inflamatérias e no
metabolismo lipidico do figado (Calder, 2015; Scorletti, Byrne, 2018).

A utilizacdo de 6mega-3 na doenca hepatica melhora a condi¢cao do figado e
com isso diminui os danos no tecido renal, uma vez que as alteracfes renais
observadas na SHR sao decorrentes das complicacdes da cirrose. Estudos anteriores
ja demonstraram que o uso de antioxidantes melhora e/ou protege o figado do
desenvolvimento da cirrose e diminui as complicacbes decorrentes da doenca
(Fernandes et al., 2021; Bona et al., 2022; Colares et al., 2022).

Animais cirroticos tratados com melatonina apresentaram reducdo nas
transaminases hepaticas no sangue, diminuicdo da lipoperoxidagcdo e aumento na
atividade da SOD no figado o que levou a reducé&o no dano hepatico (Bona et al.,
2022). Também no modelo de cirrose por ligadura de ducto biliar, o tratamento com
melatonina melhorou os parametros bioquimicos e histoldégicos e os marcadores

inflamatorios do figado.
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Foram observadas reducdo significativa na lipoperoxidacdo, na atividade da
SOD e nos niveis de oxido nitrico (Colares et al., 2022). Em modelo de hepatite aguda
grave a combinagao resveratrol + ¢-viniferina teve efeito hepatoprotetor, reduzindo
danos ao DNA, exibindo papel protetor na via antioxidante ao alterar as atividades de
SOD, CAT e GST,; regulando negativamente TNFa, COX-2 e iNOS e aumentando a
IL-10 (Fernandes et al., 2021).

Em modelo de lesdo renal crbnica com camundongos C57BL/6 tratados com
Omega-3 durante 7 dias foi demonstrado menor estresse oxidativo, inflamagéo e
fibrose em comparacdo com os camundongos néo tratados (Han et al., 2023). E ja foi
demonstrado que os derivados do 6mega-3, maresinas e protectinas diminuem a
inflamacé&o e protegem o rim na lesdo renal aguda (Hong et al., 2013). Em modelo de
leséo renal aguda associada a sepse, 0 pré-tratamento com maresia-1, um mediador
lipidico derivado do DHA, reduziu a producdo de malondialdeido e melhorou a
atividade da superoxido dismutase dos tecidos renais, ao mesmo tempo em que inibiu
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e protegeu as mitocdndrias (Li et
al., 2021).

Em um ensaio clinico com pacientes em hemodialise que receberam 3g de
6mega-3 durante 2 meses, observou-se aumento nas enzimas antioxidantes SOD e
GPx e reducéo na lipoperoxidacédo indicando uma melhora no estado antioxidante dos
pacientes em hemodidlise (Tayyebi-Khosroshahi et al., 2010).

Os &cidos graxos poli-insaturados atuam como antioxidantes quando séo
inseridos nas membranas celulares e regulam as vias de sinalizacdo antioxidante.
Membranas mitocondriais das células eucarioticas tém um alto teor de DHA, indicando
que o DHA é um fosfolipidio fundamental para sintese de adenosina trifosfato (ATP)
por fosforilagdo oxidativa. Nas mitocondrias, o DHA atua reduzindo o estresse
oxidativo e a atividade da citocromo-c oxidase (complexo 1V), bem como aumenta a
atividade da SOD dependente de manganés (Mn-SOD) (Li et al., 2019; Oppedisano
et al., 2020).

O efeito protetor do 6mega-3 em doenca cardiovascular é bem conhecido e a
suplementacao dietética demonstrou reduzir a disfuncdo mitocondrial relacionada ao
estresse oxidativo e apoptose de células endoteliais, um efeito que ocorre através de
um aumento da atividade das enzimas antioxidantes endogenas (Oppedisano et al.,
2020).
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Outro achado importante em nosso estudo foi a reducédo dos metabdlitos do
oxido nitrico no tecido renal dos animais tratados com 6mega-3. O 6xido nitrico (NO)
€ considerado uma molécula que apresenta certa ambiguidade, podendo atuar de
forma benéfica, conferindo vasodilatacdo ou de forma prejudicial em situacdes de
estresse oxidativo e deficiéncia no sistema antioxidante (Radi, 2018).

Em nossa pesquisa, evidenciamos um aumento significativo nos metabdlitos
do NO no tecido renal dos animais cirréticos e o 6mega-3 atenuou a producao de NO
nos animais tratados, o que evidencia um efeito antioxidante da suplementacéao de
Omega-3. Esse efeito também foi observado por Bosco e colaboradores (2012) no
tecido pulmonar de animais cirréticos no modelo de sindrome hepatopulmonar quando
tratados com melatonina. No entanto, pelo 6xido nitrico conferir papéis distintos no
metabolismo, alguns estudos evidenciam o aumento da sintese de NO apo6s a
utilizacdo de 6mega-3 (Yuan et al., 2020; Sherratt et al., 2021).

Sabe-se que um aumento no estresse oxidativo induz disfuncéo endotelial, uma
vez que as EROs reduzem a biodisponibilidade de NO e aumentam a sintese de
espécies oxidativas mais toxicas, ou seja, o peroxinitrito (Miinzel et al., 2017). Na
cirrose, a presenca da hipertensdo portal aumenta a liberacdo de NO através do
aumento da expressdo e atividade do Oxido nitrico sintase induzivel (INOS) e a
vasoconstricdo renal, propria da SHR, também aumenta o conteddo do NO
proveniente da ativacao da iINOS. Nessa condi¢cdo o aumento nos niveis de NO esta
diretamente relacionado com o dano oxidativo nos tecidos decorrentes da formacéo
do peroxinitrito (Anavi; Tirosh, 2020).

A suplementacdo com 6mega-3 foi capaz de reduzir os niveis de NO no tecido
renal e com isso diminuir os danos do estresse nitrosativo. Por outro lado, o 6mega-3
estimula a expressao e atividade do 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e esse é
um dos efeitos importantes da acéo protetora cardiovascular exercida pelo 6mega-3.
Além disso, o EPA determina uma maior sintese de NO por aumentando a ativacao
da eNOS induzida pela proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e a dissociacdo da
eNOS da proteina de estrutura inibitoria caveolina. A atividade da eNOS também é
estimulada pelo DHA que favorece a ligagédo entre a eNOS e a proteina de choque
térmico 90 (HSP-90), com ativacdo do Via PKB/AKt (Zanetti et al., 2015; Lamoke et
al., 2015).

O efeito protetor do 6mega-3 em doencas cardiovasculares ja € bem descrito.

A suplementacéo dietética com 6mega-3 demonstrou reduzir a disfungéo
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mitocondrial relacionada ao estresse oxidativo e apoptose de células endoteliais, um
efeito que ocorre através de um aumento da atividade das enzimas antioxidantes
enddgenas. Além disso, foi demonstrado que os &cidos graxos poli-insaturados n-3
neutralizam a liberacdo de substancias pro-inflamatérias como citocinas nos tecidos
vasculares e no miocardio, restaurando a reatividade vascular e desempenho
miocardico (Oppedisano et al., 2020).

O tratamento com 6mega-3 também foi capaz de diminuir o indice de dano ao
DNA avaliado pelo ensaio cometa no tecido renal, inibir a expressao da caspase-9 e
aumentar a viabilidade celular no rim dos animais cirroticos tratados.

O pré-tratamento com DHA em macrofagos derivados da medula Ossea
estimulados por LPS bloqueou a ativacdo da caspase-1 e a secrecdo de IL-1b (Yan
et al., 2013). O tratamento com EPA também foi capaz de reduzir o dano oxidativo e
a expressao da caspase-9 e caspase-3 em modelo de lesdo renal diabética em
camundongos (Taneda et al., 2010). Em modelo de lesdo renal por vancomicina, a
utilizagdo de DHA foi capaz de inibir o estresse oxidativo e inativar as vias de
sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitbgeno (MAPK), que foi associada a
regulacao positiva de Bcl-2 e regulacdo negativa de caspase-9, caspase-3, citocromo-
c, p38 e JNK (Shi et al., 2018).

Em modelo de leséo hepéatica por valproato, o tratamento com DHA preveniu a
apoptose hepatocelular através da reducdo da expressao da caspase-9 clivada e do
namero de hepatdécitos positivos pela técnica de TUNEL (EI-Mowafy et al., 2016). A
caspase-9 atua como um gatilho apoptético estimulada por fatores como NOX/ROS,
ERK1/2 ou COX-2 que no tecido hepatico levam a lesdo oxidativa e inflamatéria. O
Omega-3, além do importante efeito antioxidante, é capaz de aumentar a
prostaglandina E3, anti-inflamatéria, e inibir IL-1b e TNF-a, além de regular
negativamente a MAPK e ERK e com isso diminuir a inflamacao e a apoptose (El-
Mowafy et al., 2016).

A utilizagdo dos metabdlitos bioativos derivados do EPA e do DHA como
maresinas, resolvinas e protectinas tem demonstrado resultados promissores na
melhora de muitas doencas inflamatérias (Beyer et al., 2023). Em modelo de lesédo
renal aguda associada a sepse, o pré-tratamento com maresia-1, um mediador lipidico
derivado do DHA, inibiu a expressdao de BAX e da caspase-3 clivada, enquanto

aumentou a expressao de BCL-2 nos tecidos renais. Esse efeito parece
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ocorrer através da inibicdo da via de sinalizacdo NOX4/ROS/NF-kB p65 (Li et al.,
2021).

Maresin-1 também foi capaz de melhorar a inflamacéo, reduzir areas necroticas
e aumentar a proliferacdo celular, avaliada pelo indice de atividade mitética e pela
expressado de Ki-67 em figados de animais DHGNA (Rodriguez et al., 2021). O pré-
tratamento com resolvina D1 (RvD1), outro mediador lipidico derivado do DHA,
atenuou a apoptose induzida pelo estresse do reticulo endoplasmético e também
diminuiu a atividade da caspase 3 em células HepG2, efeito mediado através da via
da JNK (Jung et al., 2014).

Em resumo, a utilizacdo do tratamento com 6mega-3 durante duas semanas
em animais cirroticos a partir do 12° dia da LDB mostrou efeitos protetores sobre o
tecido renal, pois demonstramos um efeito antioxidante através da reducdo na
formacéo de ERO, diminuicéo da lipoperoxidacdo medida por TBARS, diminui¢cdo nos
metabdlitos do oxido nitrico. Além disso, houve melhora do potencial eletroquimico
mitocondrial e aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no rim
dos animais cirréticos tratados. Também demonstramos a prote¢édo do tecido renal
com reducdo dos danos ao DNA, diminuicdo do apoptose e da morte celular nos
animais com LDB e tratados com émega-3.

Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que o 6mega-3 protege o
tecido renal através da melhora dos parametros de estresse oxidativo, inflamatério e
protege do dano celular desencadeado pela cirrose no rim. Esse efeito protetor pode
ser importante para a manutencao da integridade do tecido renal em pacientes com

doenca hepatica avancada e que aguardam transplante de figado.

CONCLUSAO

A sindrome hepatorrenal (SHR) é uma das principais causas de insuficiéncia
renal aguda no individuo acometido com doencas hepaticas avancadas. Poucos
estudos retratam os efeitos da suplementacéo de acidos graxos do tipo 6mega-3 e a
melhora da doencga e seu prognostico.

Neste artigo avaliamos o estresse oxidativo no rim de animais com cirrose biliar
secundaria e mostramos que houve aumento nas ERO no tecido renal, aumento da
lipoperoxidagdo medida pelas substancias que reagem ao &cido tiobarbiturico e

reducdo do potencial eletroquimica mitocondrial. Além disso, nos
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animais cirroticos houve diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes catalase
e superoxido dismutase no rim. O tratamento com 6mega-3 (1g/Kg de peso) durante
duas semanas foi capaz de reduzir a producéo de ERO e a lipoperoxidagcéo, aumentar
o potencial eletroquimica mitocondrial e a atividade das enzimas CAT e SOD.

Também avaliamos os niveis de 6xido nitrico no tecido renal e observamos um
aumento nos animais cirréticos que foi restaurado aos niveis do controle apds o
tratamento com 6mega-3.

O modelo de ligadura de ducto biliar provocou, no tecido renal, danos ao DNA,
aumento no apoptose de morte celular. O tratamento com dmega-3 durante duas
semanas nos animais cirréticos foi capaz de reduzir o dano ao DNA, inibir a apoptose
e melhorara a viabilidade celular.

Sugere-se que novos estudos sejam realizados a fim de aprofundar os
conhecimentos sobre a acdo do 6mega-3 e seus metabdlitos ativos na protecdo

antioxidante, anti-inflamatoéria e como coadjuvante no tratamento da SHR.
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FIGURA 1. Valores referentes a producéo de espécies reativas de oxigénio utilizando
a reacdo com Diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA).

a representa uma diferenca significativa do grupo controle

b representa uma diferenca significativa do LDB mais NaCl (p<0,05; ANOVA one way
seguida de Tukey).
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FIGURA 2. Valores referentes ao dano oxidativo em membranas aferido através da

técnica TBARS.
a representa uma diferenca significativa do grupo controle
b representa uma diferenca significativa do LDB mais NaCl (p<0,05; ANOVA one way

seguida de Tukey).
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FIGURA 3. Valores referentes a atividade da enzima catalase (CAT).

a representa uma diferenca significativa do grupo controle
b representa uma diferenca significativa do LDB mais NaCl (p<0,05; ANOVA one way

seguida de Tukey).
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FIGURA 4. Valores referentes a dosagem da enzima Superoxido Dismutase (SOD).

a representa uma diferenca significativa do grupo controle
b representa uma diferencga significativa do LDB mais NaCl (p<0,05; ANOVA one way

seguida de Tukey).

Sintese de NO (um)

FIGURA 5. Valores referentes a producéo de 6xido nitrico (NO).
a representa uma diferenca significativa do grupo controle
b representa uma diferenca significativa do LDB mais NaCl (p<0,05; ANOVA one way

seguida de Tukey).
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FIGURA 6. Valores referente ao efeito protetor ao DNA desempenhado pela utilizagao
de 6mega-3.

a representa uma diferenca significativa do grupo controle

b representa uma diferencga significativa do LDB mais NaCl (p<0,05; ANOVA one way

seguida de Tukey).
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FIGURA 7. Valores referente a sintese de Caspase 9 (CASP 9).
a representa uma diferenca significativa do grupo controle
b representa uma diferenca significativa do LDB mais NaCl (p<0,05; ANOVA one way

seguida de Tukey).
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FIGURA 8. Valores referentes ao potencial eletroquimico mitocondrial.

a representa uma diferenca significativa do grupo controle

b representa uma diferenca significativa do LDB mais NaCl (p<0,05; ANOVA one way
seguida de Tukey).
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FIGURA 9. Valores referentes & sobrevida dos animais tratados com émega-3.
a representa uma diferenca significativa do grupo controle
b representa uma diferenca significativa do LDB mais NaCl (p<0,05; ANOVA one way

seguida de Tukey).
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7 CONCLUSAO

O estudo apresentou que a suplementacdo de dmega-3 de forma complementar ao
tratamento medicamentoso tradicionalmente empregado no manejo da sindrome
hepatorrenal em pacientes cirréticos, pode contribuir para a melhora do percurso da
doenca, tendo em vista os resultados apresentados bem como de outros estudos ja
realizados. No entanto, a execu¢do de outros estudos se faz necessaria para uma
melhor compreenséo da atuacao e dos mecanismos desempenhados quanto ao uso

de 6mega-3 frente ao quadro clinico da SHR.
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Abstract

BACKGROUND

Hepatorenal syndrome (HRS) is the most prevalent form of acute kidney injury (AKI)
in cirrhotic patients. It is characterized by reduced renal blood flow and represents the
most severe complication in cirrhotic patients with advanced disease. Previous
research has indicated that antioxidants can delay the onset of a hyperdynamic
circulatory state in cirrhosis and improve renal function in HRS patients. Regular
omega-3 supplementation has significantly reduced the risk of liver disease. This
supplementation could represent an additional therapy for individuals with HRS.

AIM
We evaluated the antioxidant effect of omega-3 polyunsaturated fatty acid
supplementation on the kidneys of cirrhotic rats.

METHODS

Secondary biliary cirrhosis was induced in rats by biliary duct ligation (BDL) for 28
days. We used 24 male Wistar rats divided into the following groups: Group I
(control); Group II (treated with omega-3, 1g/kg of body weight); Group III (BDL
treated with omega-3, 1g/kg of body weight) and Group IV (BDL without treatment).
The animals were euthanized by an overdose of an anesthetic; the kidneys were
dissected, removed, frozen in liquid nitrogen, and stored in a freezer at -80°C for later
analysis. We evaluated oxidative stress, nitric oxide metabolites, DNA damage by the
comet assay, cell viability test, and apoptosis in the kidney. Data were analyzed by
one-way variance (ANOVA), and means were compared using the Tukey test, with p
<0.05.

RESULTS

Omega-3 significantly decreased the production of reactive oxygen species (ROS)
(p<0.001) and lipoperoxidation in the kidneys of cirrhotic rats treated with omega-3
(p<0.001). The activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase and catalase
increased in the BDL + omega group compared to the BDL group (p<0.01). Nitric oxide
production, DNA damage, and caspase-9 cleavage decreased significantly in the
omega-3-treated BDL group. There was an increase in mitochondrial electrochemical
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potential (p<0.001) in BDL treated with omega-3 compared to BDL. No changes in the
cell survival index in hepatorenal syndrome with omega-3 compared to the control
group (p>0.05) were observed.

CONCLUSIONS

The study demonstrates that omega-3 can protect cellular integrity and function by
increasing antioxidant enzymes, inhibiting the formation of free radicals, and reducing
apoptosis.

Keywords: Long-chain polyunsaturated fatty acids; Antioxidant effect; Hepatorenal
syndrome; Liver cirrhosis; Reactive oxygen species; Apoptosis

Core tip:

Hepatorenal syndrome is associated with a poor prognosis in individuals with
advanced or decompensated cirrhosis. Palliative care involves the use of
vasoconstrictor agents and intravenous albumin in combination. Currently, there are
no effective treatments for this condition other than liver transplantation. Our research
has shown that administering 1g/kg of omega-3 to cirrhotic rats reduced oxidative
damage, DNA damage, and apoptosis while enhancing antioxidant defenses and
maintaining the kidney’s cellular integrity. These findings indicate that omega-3
supplementation could be complementary to managing hepatorenal syndrome.

INTRODUCTION

Cirrhosis is a complex disease characterized by necroinflammation and fibrogenesis
of the liver caused by different mechanisms, such as drug-induced hepatotoxicity,
hepatitis B or C infections, excessive alcohol consumption, primary metabolic diseases,
obesity, non-alcoholic fatty liver disease, autoimmune diseases, cholestatic diseases,
and iron or copper overload[1-3].

In the course of the disease, hepatocytes and collagen deposition are continuously
destroyed, replacing healthy liver parenchyma with fibrotic tissue and regenerative
nodules. These events cause a pronounced distortion of the hepatic vascular
architecture, which results in increased resistance to portal blood flow and, therefore,
portal hypertension, in addition to loss of liver function[3,4].

One of the main consequences in the advanced stage of cirrhosis is the development
of hepatorenal syndrome (HRS), one of the most common types of kidney damage that



64

affects patients with severe and decompensated liver disease and is characterized by
decreased renal perfusion and vasoconstriction[5-7].

Few studies have analyzed the effect of treatment with antioxidant substances on
the kidneys of cirrhotic animals since there is a consensus that renal dysfunction in
cirrhosis results from hemodynamic changes and the activation of compensatory
hormonal mechanisms. Previous studies have already demonstrated that, although
there are no detectable structural changes in the kidney tissue of cirrhotic animals that
underwent BDL, there is a loss of integrity and cellular function in the kidney, with
apoptosis, activation of caspase-3, oxidative damage to cell membranes and DNA
damage[8].

BDL is a well-established model for cirrhosis development in 4 weeks after surgery.
The cirrhosis observed in animals shows damage in the liver parenchyma, the presence
of fibrosis, portal hypertension, and ascites[9,10]. These conditions, mainly the
presence of portal hypertension, are what lead to renal changes, with systemic
hypotension, reduced glomerular filtration, and activation of the renin-angiotensin-
aldosterone system. These data are widely recorded in current scientific literature,
allowing the BDL model to study the hepatorenal syndrome commonly seen in
cirrhotic patients[11-15].

Omega-3 polyunsaturated fatty acids modulate the immune response by altering
membrane phospholipids and preventing a pro-inflammatory state[16]. The benefit of
omega-3 supplementation is well-established in cardiovascular risk protection, mainly
due to the reduction in triglycerides and low-density lipoproteins (LDL) associated
with omega-3 intake[17,18]. Other benefits regarding regular omega-3 intake are also
reported, including a reduction in reactive oxygen species (ROS) and c-reactive protein
(CRP), as well as the decreased release of cytokines and other inflammatory
mediators[16,19].

Another factor directly related to HRS is portal hypertension, characterized by an
excessive increase in portal venous pressure and the development of portosystemic
collaterals, diverting portal blood flow to the systemic circulation. Several factors can
trigger portal hypertension (PH); however, liver cirrhosis is the leading cause,
comprising more than 90% of cases of PH. Among the main complications resulting
from PH is upper gastrointestinal bleeding due to the rupture of gastroesophageal
varices. Another less critical complication is the presence of ascites[20,21].

In liver diseases, some studies have reported a beneficial action of omega-3
polyunsaturated fatty acids, reducing sepsis and inflammatory markers in patients
with severe acute hepatitis[22], reducing inflammation and fibrosis in patients with
biliary atresia[23], and decreasing the percentage of fat liver in patients with NASH
treated with purified docosahexaenoic acid (DHA)[24]. A significant reduction in the
risk of liver disease, particularly NAFLD, has been demonstrated with regular omega-
3 supplementation[19].



65

In this sense, regular use of omega-3 is closely related to preventing and reducing
the severity of several diseases. Omega-3 fatty acids are found in the largest amounts
in walnuts, flaxseed, chia, sardines, salmon, and tuna[25]. Omega-3 supplementation
may represent an additional therapy for individuals affected by HRS since the
effectiveness of vasoconstrictor and albumin treatment is limited to less than half of
patients with HRS-AKI[7], and liver transplantation may not be a reality for all
patients. However, little is known about the role of these fatty acids in patients with
HRS, including the effects on the concentrations of inflammatory cytokines and the
improvement in the disease’s course.

This study aimed to investigate the effects of supplementation with omega-3 fatty
acids on oxidative stress and apoptosis in the kidney tissue of cirrhotic animals treated
with omega-3.

MATERIAL AND METHODS

Animals

All experimental procedures carried out on animals are by the recommendations of
the Arouca Law (Law n° 11,794, of 10/08/2008) and were approved by the UFCSPA
Ethics Committee with number 146/12. The animals were acclimatized to laboratory
conditions (22+2°C, 12 h/12 h light/dark, 50% humidity, ad libitum access to food and
water) for 2 wk before experimentation. Bile duct ligation was performed under
anesthesia, and the animals received analgesia for 48 hours after surgery. Intragastric
gavage administration was carried out with conscious animals, using straight gavage
needles appropriate for the animal size. All animals were euthanized by an overdose
of anesthetics.

In vivo studies

Twenty-four adult male Wistar rats with an average weight of 300g were used. Liver
cirrhosis was induced by the bile duct ligation (BLD) model. Briefly, rats were
anesthetized with 2% xylazine hydrochloride (50 mg/kg) and ketamine hydrochloride
(100 mg/kg) (i.p.). Secondary biliary cirrhosis was induced in animals by double
ligation and a total section of the common bile duct. The animals were sacrificed 28
days after obstruction, a time in which there is complete development of both
cholestasis and fibrosis and clear establishment of the biochemical changes
characteristic of liver cirrhosis[26]. Animals were divided into four (n=6): Group I
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(control treated with saline), Group II (treated with omega 1g/kg/day), Group III
(BDL treated with omega 1g/kg/day), and Group IV (BDL treated with saline) (Figure
1). Daily omega-3 supplementation began on the 14th day after BDL and continued for
two weeks until the death of the animals on the 28th day after BDL.

Histological analysis

Five-micrometer sections of formalin-fixed and paraffin-embedded kidney slices
were routinely processed with hematoxylin-eosin (performed by the Laboratory of
Pathology at UFCSPA). A single pathologist, blinded to the experimental protocol,
analyzed all kidney fragments using light microscopy.

Tissue and homogenate preparation

Animals were euthanized by an overdose of anesthetic. The frozen kidneys from
each rat were homogenized in an ice-cold phosphate buffer and diluted in 10 volumes
(1:10 w/v) of 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, containing 140 mM KClL.
Homogenates were centrifuged at 750 x g for 10 min at 4°C, the pellet was discarded,
and the supernatant was immediately separated and used for the measurements.

Free radical levels

Homogenates were overlayed with 100 pL of 25 pM Dichlorofluorescein diacetate
(DCFDA) and placed back in the incubator for 30 min at 37°C. At the end of the
incubation period, plates were removed, and the fluorescence of the homogenates was
measured on a SpectraMax M?2e Microplate Reader (Molecular Devices, MDS
Analytical Technologies, Sunnyvale, California). The excitation/emission
wavelengths for DCFDA were 480/520 nm. Relative fluorescence (RFU) values were
expressed as RFU mg-1 protein[27].

Thiobarbituric acid reactive substances (T/BARS)

TBARS, a measure of lipid peroxidation, was determined according to Esterbauer
and Cheeseman (1990)[28]. Homogenates were mixed with 10 % trichloroacetic acid
and 0.67 % thiobarbituric acid and heated in a water bath for 25 min. The absorbance
determined TBARS at 535 nm. Results were reported as nmol of TBARS per mg
protein.

Superoxide dismutase (SOD) assay

SOD activity was evaluated by quantifying the inhibition of superoxide-dependent
autoxidation of epinephrine and verifying the absorbance of the samples at 480
nm[29]. Briefly, 20 uL of homogenate was added to 170 uL of a mixture containing
50 mM Glycine buffer pH 10.2 and 10 mM Catalase. After that, 10 pL of epinephrine
was added, and the absorbance was immediately recorded every 30 s for 12 min at
480 nm in SpectraMax M2e Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical



67

Technologies, Sunnyvale, California). The inhibition of autoxidation of epinephrine
occurs in the presence of SOD, whose activity can then be indirectly assayed
spectrophotometrically. One SOD unit is defined as the amount of SOD necessary to
inhibit 50% of epinephrine autoxidation, and the specific activity is reported as SOD
Units/mg protein.

Catalase (CAT) assay

CAT activity was assayed according to the method described by Chance and
Machley et al. (1954)[30], based on the disappearance of H.O. at 240 nm. Briefly, 10 pL
of homogenate was added to 180 pL of 20 mM Potassium phosphate buffer pH 7.2.
Subsequently, 10 pL of 5 mM H.O. was added, and the absorbance was immediately
recorded every 30 s for 10 min using SpectraMax M2e Microplate Reader (Molecular
Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, California). One CAT unit is
defined as one umol of hydrogen peroxide consumed per minute, and the specific
activity is calculated as CAT Units/ mg protein.

Measurement of nitric oxide production

The production of nitric oxide (NO) was estimated by measuring the amount of
nitrite, a stable metabolite of NO[31]. Briefly, 100 pL of homogenate was mixed with
100 pL of the Griess reagent (1% sulfanilamide; 0.1% naphthyl ethylenediamine; 2.5%
H,PO.) at ambient temperature. After 20 min, absorbance was measured at 540 nm
using SpectraMax M2e Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical
Technologies, Sunnyvale, California). A nitrite calibration curve was used to convert
absorbance to uM nitrite.

Alkaline Comet assay

The alkaline comet assay was performed as previously described (Singh, 1988)[32].
Briefly, 10 uL of cells were mixed with 90 nL. LMP agarose, spread on a standard
agarose precoated microscope slide, and placed at 4°C for 5 min to allow for
solidification. Cells were lysed in high salt and detergent concentrations (2.5 M NaCl,
100 mM Na.EDTA, 10 mM Tris with 1% Triton X-100 and 10% DMSO freshly added)
for 2 h. Slides were removed from the lysing solution and washed three times with
PBS. Subsequently, cells were exposed to alkali conditions (300 mM NaOH/1 mM
Na.EDTA, pH >13, 30 min, 4°C) to allow DNA unwinding and expression of alkali-
labile sites. Electrophoresis was conducted for 25 min at 25 V and 300 mA (94 V/cm).
After electrophoresis, the slides were neutralized and silver-stained[33]. One hundred
cells were scored visually according to the tail length and the amount of DNA in the
tail. Each comet was given an arbitrary value of 0-4 (0, undamaged; 4, maximally
damaged), as Collins et al. (1995)[34] described. Damage score was thus assigned to
each sample and can range from 0 (completely undamaged: 100 cells X 0) to 400 (with
maximum damage: 100 cells X 4). International guidelines and recommendations for
the comet assay consider that visual scoring of comets is a well-validated evaluation
method, as it highly correlates with computer-based image analysis[33,34].
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Cell viability assay

Relative cell viability was determined by a trypan blue dye-exclusion assay (TBDE)
employed as a cytotoxic measurement[8]. Trypan blue staining is a long-standing and
widely used method to identify dead cells. Only cells with intact membranes can
effectively exclude the dye, so dead cells with compromised membranes become
stained. Homogenates were mixed with 0.4% trypan-blue solution for each group,
which was then added. Cytotoxicity (the cellular growth inhibitory rate) was
determined from the number of viable cells (no color) in treated samples as a
percentage of the PBS control. We used the Countess® Automated Cell Counter
(Invitrogen). The test was carried out according to the manufacturer's instructions.

Assessment of apoptosis by flow cytometric analysis

Annexin V-PE was used with a vital dye, 7-AAD, to distinguish apoptotic (Annexin
V-PE positive, 7-AAD negative) from necrotic (Annexin V-PE positive, 7-AAD
positive) cells. After treatment, cells were collected and resuspended in 40 pL of
binding buffer with 2 uL. Annexin V-PE. Cells were incubated for 15 min in the dark at
room temperature. After incubation, 160 uL of binding buffer and 2 pL of 7-AAD were
added. Cells were incubated for 5 min, and an additional 200 pL of binding buffer was
added. Before analysis, cells were filtered through a cell strainer cap fitted to a
polystyrene round bottom flow cytometric tube. Data were collected and analyzed by
a FACS Calibur flow cytometer with CellQuest software in a total of 10,000 events per
sample; fluorescence was measured, and the percentage of viable, early apoptotic, late
apoptotic, and necrotic cells was determined[35].

Quantification of cleaved caspase 9 by flow cytometric analysis

After treatment, cells were harvested and resuspended in 25 pL PBS and fixed with
4% formaldehyde. After permeabilization and blocking (0.2% Triton X-100 in PBS and
1% BSA), cells were incubated with the primary antibodies diluted 1:1000 for 1 h at
room temperature, followed by incubation with anti-rabbit FITC secondary antibody
at 1:1000 for 1 h at room temperature in the dark. Fluorescence intensity in arbitrary
units was plotted in histograms, and the mean fluorescence intensity was calculated
using CellQuest software.

Assay of the electrochemical potential

After treatment, cells were incubated with 2 mM Rh123 (rhodamine 123) for 30
minutes at 37° C, washed, and resuspended in 100 pL PBS. The mitochondrial
electrochemical potential is correlated to the fluorescence intensity of Rhol123 (with
decreased fluorescence signifying loss of the mitochondrial electrochemical
potential)[36]. Flow cytometry was performed using a FACS Calibur (Becton
Dickinson, San Jose, California, United States) with excitation at 488nm and emission
read using a 525-550nm filter (FL1).

Protein determination
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Protein was measured using the method of Lowry et al. (1951)[37] using bovine
serum albumin as a standard.

Statistical analysis

Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), and means were
compared using the Tukey test, with p < 0.05 considered as statistically significant
using GraphPad Prism version 5.0 Program (Intuitive Software for Science, Sdo Diego,
CA, USA). All data were expressed as mean + standard error (SEM). All analyses were
performed in duplicate. The statistical methods of this study were reviewed by the
statistical office of the Federal University of Health Sciences of Porto Alegre -
NUPESQ-UFCSPA (https:/ /ufcspa.edu.br/pesquisa-e-inovacao/apoio-a-
pesquisa/ assessoria-estatistica).

RESULTS

Histological evaluation of the liver of animals with BDL showed a loss of typical
architecture and the presence of regenerative nodules, cellular necrosis, and fibrosis
(data not shown). No alterations in renal histology were observed in bile duct ligated
rats compared to sham-operated animals, as shown in Figure 2.

The exclusion of structural kidney damage is a crucial component in HRS diagnosis.
We did not perform other markers of renal function assessment, as the BDL model is
widely accepted and validated for the experimental study of hepatorenal syndrome.

Initially, we investigated the effect of exposure to omega-3 on some parameters of
oxidative stress in rat kidneys. As shown in Figure 3, omega-3 decreased ROS
production significantly (p<0.001), and TBARS level was reduced by omega-3
(p<0.001) in hepatorenal syndrome.

We also observed an increase in mitochondrial electrochemical potential by omega-
3 (p<0.01) in hepatorenal syndrome (Figure 4).
Regarding antioxidant enzymes (Figure 5), omega-3 increased SOD activity (p<0.01).
Control plus omega-3 did not alter this enzyme’s activity (p>0.05). CAT activity was
significantly increased by omega-3 (p<0.001).
Figure 6 shows omega-3 inhibited NO production (p<0.05).

To assess the DNA damage, we performed an alkaline comet assay. Figure 7A
shows that omega-3 significantly decreased DNA damage (p<0.001). No changes in
hepatorenal syndrome omega-3 were observed compared to the control group
(p>0.05).

Omega-3 treatment preserved cellular integrity in the kidneys of cirrhotic animals,
as observed by cell viability determined by a trypan blue dye-exclusion assay (Figure
7B).


https://ufcspa.edu.br/pesquisa-e-inovacao/apoio-a-pesquisa/assessoria-estatistica
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To delineate the mechanism of omega-3 after treatment, we monitored the caspase-9
activity (Figure 7C). Caspase-3 did not change at 1 h (p>0.05). Caspase-9 was decreased
by omega-3 in hepatorenal syndrome (p<0.001).

DISCUSSION

Decompensated liver cirrhosis in an advanced stage is difficult to treat, as it affects
several systems and organs, causing numerous complications such as portal
hypertension, ascites, hepatic encephalopathy, spontaneous bacterial peritonitis,
hepatorenal syndrome, among others[4]. In hepatorenal syndrome (HRS),
deterioration of renal function is mainly caused by systemic circulatory dysfunction[3].
There is a significant constriction of the blood vessels that irrigate the kidneys due to
splanchnic vasodilation, which increases central blood volume and interferes with
renal reflex mechanisms in response to portal hypertension[7]. Hepatorenal syndrome
is understood as a poor prognosis for liver disease patients, as it presents high
mortality rates, especially in decompensated patients and non-candidates for liver
transplantation[6,38].

The functional nature of hepatorenal syndrome means that improvement in renal
function is expected with liver transplantation, which remains the optimal treatment
of AKI-HRS whenever feasible. However, kidney recovery is not universal and
depends on multiple factors, particularly the duration of kidney injury. In such cases,
simultaneous liver-kidney transplantation is recommended rather than liver
transplantation alone. Despite best efforts, almost 10% of patients with either acute
kidney disease or chronic kidney disease who receive a liver alone may have persistent
or progressive renal failure after transplant[7]. In this context, searching for
complementary treatments that can protect the kidney from the damage caused by
liver cirrhosis is essential to guarantee the quality of life of the post-transplant patient.
The use of omega-3 polyunsaturated fatty acids has aroused researchers' interest in
recent decades due to their various roles in treating and reducing the risk of diseases.
The main types of omega-3 are eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid
(DHA), found in cold-water fish. Omega-3 can also be found in seeds and oilseeds,
such as walnuts, chestnuts, flaxseeds, and sunflower seeds, in the form of linolenic
acid (ALA), a precursor to the endogenous synthesis of EPA. and DHA. However, this
bioconversion is limited[39]. Numerous studies have highlighted the benefits of using
omega-3 in cardiovascular diseases[40], diabetes[41], immune system and
inflammatory modulation[42], and neurodegenerative diseases[43].

In the present study, we used animal model rats subjected to bile duct ligation for
28 days, according to the protocol by Kountouras et al. (1984)[26], which allows the
development of the clinical picture of secondary biliary cirrhosis triggered by the
accumulation of bile in the liver parenchyma. In this model, from 4 weeks of BDL, it is
possible to identify HRS characteristics with ascites, fluid imbalance, sodium
retention, and increased creatinine[10]. Renal failure observed in the chronic BDL
model shares pathophysiological similarities with HRS[44].
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Animal models of human diseases are important tools for studying the cellular and
molecular mechanisms involved and allow the possibility of using invasive methods
and testing new therapies that would be unfeasible in human patients, whether for
technical or ethical reasons. From this perspective, we inquire about the benefits of
omega-3 supplementation in light of the complex and difficult-to-manage scenario that
hepatorenal syndrome presents to patients affected by the disease.

In this model, we evaluated the effect of supplementation with 1g/Kg/day of
omega-3 for 2 weeks from the 14th day of BDL on the kidney tissue of cirrhotic rats.
We observed a significant reduction in markers of oxidative stress with a decrease in
the production of reactive oxygen species, lipoperoxidation measured by substances
that react with thiobarbituric acid (TBARS), improvement in mitochondrial
dysfunction assessed by mitochondrial electrochemical potential, and an increase in
the activity of superoxide antioxidant enzymes dismutase (SOD) and catalase (CAT).

Both EPA and DHA have a range of antioxidant and anti-inflammatory effects.
Inflammation and oxidative stress are interrelated, and oxidative stress can activate
inflammatory signaling pathways, while inflammation induces oxidative stress.
Therefore, agents that act to reduce oxidative stress can also have anti-inflammatory
action and vice versa[45].

In subjects with cirrhosis and portal hypertension, oxidative stress plays an essential
role in the pathogenesis of several complications. These complications include
hyperdynamic circulation, cirrhotic cardiomyopathy, and acute kidney
injury/hepatorenal syndrome. Antioxidants can reverse or mitigate these processes
and thus may have potential therapeutic effects on cardiovascular and renal
abnormalities in cirrhosis[46].

Omega-3 polyunsaturated fatty acids can act as antioxidants and modulate
inflammatory processes[47]. Intervention studies have demonstrated that increased
intake of EPA + DHA results in increased concentrations of these fatty acids in cell
membranes, which may be partly responsible for reducing membrane
lipoperoxidation. Furthermore, they decrease the production of eicosanoids derived
from arachidonic acid (AA)[25,48,49]. Increased omega-3 content is associated with
reduced levels of other inflammatory markers, including several cytokines and
chemokines, acute phase proteins, and adhesion molecules[50,51].

The use of omega-3 in an animal model of hepatitis was also able to reduce the
production of ROS[52]. In contrast, in patients with advanced NAFLD, the effects of
omega-3 supplementation are not evident. However, in the early stages of liver
disease, omega-3 supplementation may be effective in counteracting oxidative stress
and steatosis[53,54] since there is a correlation between NAFLD and depletion—
polyunsaturated fatty acids[55]. In an animal model of alcoholic liver disease, omega-
3 supplementation decreased steatosis and alcohol-induced liver injury through
multiple mechanisms, including decreased de novo lipogenesis and lipid mobilization
from adipose tissue, increased beta-oxidation of mitochondrial fatty acids, reduction
of liver inflammation and oxidative stress[56]. The reduction in inflammation results
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from the well-described effects of EPA and mainly DHA in competing with AA for the
delta-6-desaturase enzyme. This event forms metabolites with anti-inflammatory
action, such as resolvins, maresins, and protectins. Decreased lipid accumulation in
the liver is mediated through modulation of the activity of nuclear transcription factors
such as peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs), sterol regulatory
element-binding protein 1c (SREBP-1c), and sterol regulatory element-binding protein
1c (SREBP-1c). Responsive carbohydrate binding (ChREBP) involves inflammatory
pathways and liver lipid metabolism[25,24].

The use of omega-3 in liver disease improves the condition of the liver and thus
reduces damage to kidney tissue since the kidney changes observed in HRS are due to
complications of cirrhosis. Previous studies have already demonstrated that the use of
antioxidants improves and/ or protects the liver from the development of cirrhosis and
reduces disease complications [57-59].

Cirrhotic animals treated with melatonin showed a reduction in hepatic
transaminases in the blood, a decrease in lipoperoxidation, and an increase in SOD
activity in the liver, which led to reduced liver damage[58]. Also, in the bile duct
ligation cirrhosis model, melatonin treatment improved biochemical and histological
parameters and liver inflammatory markers. A significant reduction in
lipoperoxidation, SOD activity, and nitric oxide levels was observed[59]. In a model of
severe acute hepatitis, the combination of resveratrol + e-viniferin had a
hepatoprotective effect, reducing DNA damage, exhibiting a protective role in the
antioxidant pathway by altering the activities of SOD, CAT, and GST, negatively
regulating TNFa, COX-2, and iNOS and increasing IL-10[57].

In a chronic kidney injury model with C57BL/6 mice treated with omega-3 for 7
days, lower oxidative stress, inflammation, and fibrosis were demonstrated compared
to untreated mice[60]. Moreover, it has already been shown that omega-3 derivatives,
maresins, and protectins reduce inflammation and protect the kidneys in acute kidney
injury[61]. In a model of acute kidney injury associated with sepsis, pretreatment with
maresin-1, a lipid mediator derived from DHA, reduced the production of
malondialdehyde and improved the activity of superoxide dismutase in renal tissues
while inhibiting the production of reactive oxygen species (ROS) and protected
mitochondria[62]. In a clinical trial with hemodialysis patients who received 3g of
omega-3 for 2 months, an increase in the antioxidant enzymes SOD and GPx and a
reduction in lipoperoxidation were observed, indicating an improvement in the
antioxidant status of hemodialysis patients[63]. When added to cell membranes,
polyunsaturated fatty acids act as antioxidants and regulate antioxidant signaling
pathways. Mitochondrial membranes of eukaryotic cells have a high content of DHA,
indicating that DHA is a fundamental phospholipid for synthesizing adenosine
triphosphate (ATP) by oxidative phosphorylation. In mitochondria, DHA acts by
reducing oxidative stress and the activity of cytochrome-c oxidase (complex 1V), as
well as increasing the activity of manganese-dependent SOD (Mn-SOD)[47,64]. The
protective effect of omega-3 on cardiovascular disease is well known, and dietary
supplementation has been shown to reduce mitochondrial dysfunction related to
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oxidative stress and endothelial cell apoptosis, an effect that occurs through an
increase in the activity of endogenous antioxidant enzymes[47].

Systemic inflammation plays an important role in the pathophysiology of HRS; the
exact mechanisms by which systemic inflammation leads to HRS remain to be
elucidated[65].

Another important finding in our study was the reduction in nitric oxide metabolites
in the kidney tissue of animals treated with omega-3. Nitric oxide (NO) is considered
an ambiguous molecule that can act beneficially, such as in providing vasodilation or
harmfully, in situations of oxidative stress and deficiency in the antioxidant
system[66]. Our research showed a significant increase in NO metabolites in the
kidney tissue of cirrhotic animals, and omega-3 attenuated NO production in treated
animals, highlighting an antioxidant effect of omega-3 supplementation. This effect
was also observed by Bosco et al. [67] in the lung tissue of cirrhotic animals in the
hepatopulmonary syndrome model when treated with melatonin. It is known that an
increase in oxidative stress induces endothelial dysfunction since ROS reduces the
bioavailability of NO and increases the synthesis of more toxic oxidative species, such
as peroxynitrite[68]. In cirrhosis, the presence of portal hypertension increases the
release of NO through increased expression and activity of inducible nitric oxide
synthase (iNOS), and renal vasoconstriction, typical of HRS, also increases the NO
content resulting from the activation of iNOS. In this condition, the increase in NO
levels is directly related to the oxidative damage to tissues resulting from peroxynitrite
formation[69]. Omega-3 supplementation reduces NO levels in kidney tissue and thus
reduces the damage caused by nitrosative stress.

On the other hand, omega-3 stimulates the expression and activity of endothelial
nitric oxide synthase (eNOS), which is one of the important effects of the
cardiovascular protective action exerted by omega-3. Furthermore, EPA determines
greater NO synthesis by increasing the activation of eNOS induced by AMP-activated
protein kinase (AMPK) and the dissociation of eNOS from the inhibitory structure
protein caveolin. eNOS activity is also stimulated by DHA, which favors the
connection between eNOS and heat shock protein 90 (HSP-90), with activation of the
PKB/ Akt pathway[70,71]. Treatment with omega-3 was also able to reduce the rate of
DNA damage assessed by the comet assay in kidney tissue, inhibit the expression of
caspase-9, and increase cell viability in the kidneys of treated cirrhotic animals. DHA
pretreatment in LPS-stimulated bone marrow-derived macrophages blocked caspase-
1 activation and IL-1b secretion[72]. EPA treatment also reduced oxidative damage
and the expression of caspase-9 and caspase-3 in a mouse model of diabetic kidney
injury[73]. In a vancomycin renal injury model, the use of DHA was able to inhibit
oxidative stress and inactivate the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling
pathways, which was associated with the upregulation of Bcl-2 and downregulation
of caspase-9, caspase-3, cytochrome-c, p38 and JNK[74]. In a model of liver injury
caused by valproate, treatment with DHA prevented hepatocellular apoptosis by
reducing the expression of cleaved caspase-9 and the number of positive hepatocytes
by the TUNEL technique[75]. Caspase-9 acts as an apoptotic trigger stimulated by
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factors such as NOX/ROS, ERK1/2, or COX-2, which leads to oxidative and
inflammatory damage in liver tissue.

Omega-3, in addition to its important antioxidant effect, is capable of increasing anti-
inflammatory prostaglandin E3 and inhibiting IL-1b and TNF-a, in addition to
negatively regulating MAPK and ERK and thereby reducing inflammation and
apoptosis[75]. Using bioactive metabolites derived from EPA and DHA, such as
maresins, resolvins, and protectins, has demonstrated promising results in improving
many inflammatory diseases[76]. In a model of acute kidney injury associated with
sepsis, pretreatment with maresin-1, a lipid mediator derived from DHA, inhibited the
expression of Bax and cleaved caspase-3 while increasing the expression of Bcl-2 in
renal tissues.

This effect appears to occur through inhibiting the NOX4/ROS/NF-xB p65
signaling pathway[64]. Maresin-1 also improved inflammation, reduced necrotic
areas, and increased cell proliferation, as assessed by the mitotic activity index and Ki-
67 expression in the livers of NAFLD animals[77]. Pretreatment with resolvin D1
(RvD1), another lipid mediator derived from DHA, attenuated apoptosis induced by
endoplasmic reticulum stress and also decreased caspase 3 activity in HepG2 cells, an
effect mediated through the JNK pathway[78].

In summary, the use of omega-3 treatment for two weeks in cirrhotic animals from
the 14th day of BDL showed protective effects on renal tissue, as we demonstrated an
antioxidant effect through the reduction in the formation of ROS, decreased
lipoperoxidation measured by TBARS, decreased in nitric oxide metabolites.
Furthermore, there was an improvement in mitochondrial electrochemical potential
and an increase in the activity of the antioxidant enzymes SOD and CAT in the kidneys
of treated cirrhotic animals. We also demonstrated the protection of kidney tissue by
reducing DNA damage, apoptosis, and cell death in animals with BDL treated with
omega-3.

CONCLUSION

The treatment of hepatorenal syndrome remains a challenge. Novel therapies such
as serelaxin (recombinant human relaxin-2) that increase renal blood flow, reduce
renal vascular resistance, and reverse endothelial dysfunction[79] have not been
evaluated in hepatorenal syndrome[7]. The use of Pentoxifylline, a phosphodiesterase
inhibitor with anti-TNF-a activity and anti-inflammatory effect, is well-established in
patients with AKI-HRS. However, it does not show an added benefit compared with
the standard of care alone (midodrine, octreotide, and albumin)[80].

Translational experimental models of hepatorenal syndrome are needed to fill this
gap and, hopefully, help identify novel targets for potential drug development.
Meanwhile, using substances with protective antioxidant and anti-inflammatory
effects can help protect the kidney from the deleterious effects of cirrhosis.
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Our results suggest that omega-3 protects kidney tissue by improving oxidative and
inflammatory stress parameters and protecting against cellular damage triggered in
the kidney by liver cirrhosis. This protective effect may be necessary for maintaining
the integrity of renal tissue in patients with advanced liver disease waiting for liver
transplantation.
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Figure 1 Experimental protocol of omega-3 administration.

Figure 2 Representative micrographs of the renal slices (hematoxylin and eosin) from
bile duct ligated (BDL) and sham-operated (control) rats. A: control group; B: BDL

group
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Figure 3 Effect of omega-3 on the generation of free radicals and lipoperoxidation in
the kidneys of cirrhotic rats. A- In vivo effect of omega-3 on flow cytometry detection
of reactive oxygen species in renal homogenates. Mean data for DCF fluorescence. B-
Effect of omega-3 on lipoperoxidation measured by TBARS in the kidney of rats.
Values represent the mean + SD of n = 6 animals per group. .p < 0.001 compared to
the control group; .p < 0.001 compared to the BDL plus NaCl group. DFC
(Dichlorofluorescein), TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), BDL (bile
duct ligation)
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Figure 4 In vivo effect of omega-3 on mitochondrial membrane potential in the
kidney of rats. Values represent the mean + SD of n = 6 animals per group. .p < 0.001
compared to the control group; .p < 0.01 compared to the BDL plus NaCl group. BDL
(bile duct ligation)
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Figure 5 Effect of omega-3 on the activity of antioxidant enzymes measured in the
kidneys of cirrhotic rats. A- In vivo effect of omega-3 on superoxide dismutase (SOD)
activities in the kidneys of rats. B- In vivo effect of omega-3 on catalase (CAT)
activities in the kidneys of rats. Values represent the mean + SD of n = 6 animals per
group. .p < 0.001 compared to the control group; .p < 0.01 and .p < 0.001 compared to
the BDL plus NaCl group. BDL (bile duct ligation)
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Figure 6 In vivo effects of omega-3 on nitric oxide (NO) production. Values represent
the mean + SD of n = 6 animals per group. .p < 0.001 compared to the control group; .p
<0.001 compared to the BDL plus NaCl group. BDL (bile duct ligation)
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Figure 7 Effect of omega-3 on DNA damage and cell survival in the kidney of
cirrhotic rats. A- In vivo effect of omega-3 on DNA damage in the kidneys of rats. B-
Effect of 6mega-3 on cell viability determined by trypan blue dye-exclusion assay. C-
Effect of 6mega-3 on caspase 9 cleaved. Values represent the mean + SD of n =6
animals per group. .p < 0.001 compared to the control group; .p < 0.01 and .p < 0.001
compared to the BDL plus NaCl group. BDL (bile duct ligation)
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