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Resumo

A cirrose biliar secundaria € uma complicacdo da obstrucdo das vias biliares que leva a
alteracbes estruturais e funcionais do figado. O estresse oxidativo (EO) parece estar
relacionado com inimeras doencas hepaticas, este é definido como um desequilibrio entre
substancias oxidantes e antioxidantes. A melatonina (Mel) é o principal produto da sintese da
glandula pineal. O presente estudo avaliou os efeitos da Mel no modelo de ligadura de ducto
biliar (LDB). Foram utilizados 36 ratos machos Wistar, divididos em 4 grupos: CO
(simulacdo da LDB e administracdo do veiculo), LDB (LDB e administracdo de veiculo),
CO+Mel (simulacéo da LDB e administracdo de Mel) e LDB+Mel (LDB e administracdo de
Mel). A Mel foi administrada na dose de 20mg/Kg por via i.p. Avaliou-se as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPXx), glutationa total
(GSH), glutationa-S-transferase (GST) e lipoperoxidacdo (TBARS). Analise estatistica foi
ANOVA seguida do t de Student. Na avaliacdo da lipoperoxidagdo observamos um aumento
no grupo LDB em relagéo aos grupos controles e uma diminuigdo no grupo LDB+Mel quando
comparado ao grupo LDB. Na avaliagdo das enzimas antioxidantes observamos uma
diminuicdo da SOD no grupo LDB em relagdo aos grupos controles e um aumento no grupo
LDB+Mel quando comparado ao cirrético. Na avaliagdo das demais enzimas, todas
apresentara-se diminuidas no grupo LDB em relacdo aos grupos controles e apresentaram um
aumento no grupo LDB+Mel quando comparadas ao grupo LDB. Os resultados sugerem um
efeito protetor da Mel quando administrada em ratos com cirrose biliar secundaria induzida
por LDB.
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INTRODUCAO

A cirrose biliar secundaria € uma complicacéo tardia da obstrucdo prolongada das vias
biliares extra-hepaticas. O dano hepatico colestatico é caracteristico da cirrose biliar
secundaria. Em casos em que a colestase de longa duracdo representa a principal causa de
dano hepético, o acumulo de é&cidos biliares toxicos exerce um papel fundamental na
determinacdo da necrose e, com isso, da fibrose hepatica (ORELLANA et al., 2000).

O estresse oxidativo (EO) parece estar relacionado com inimeras doencas hepaticas
(TIEPPO et al., 2005; VERSELINO et al., 2010). O EO é definido como um desequilibrio
entre as substancias oxidantes e as defesas antioxidantes, a favor dos oxidantes (SIES e
MURPHY, 1991).
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Vérios antioxidantes (AOX) tem sido referidos como eficazes para diminuir o dano em
modelos animais de cirrose biliar secundaria & ligadura de ducto biliar, de cirrose por alcool
ou por administracdo de tetracloreto de carbono (CCls) (MURIEL e GONZALEZ, 1994).

A melatonina (Mel - N-acetil-5-metoxitriptamina) é citada em diferentes estudos como
potente antioxidante (AOX), atuando na diminuicdo de radicais livres (RL) bem como, seus
efeitos antiinflamatorios e imunomoduladores (REITER et al., 2000). Também apresenta
propriedades oncostaticas observadas no estudo de diversos tumores (CUI et al., 2012).

Levando-se em consideragéo estes dados, o presente estudo tem como objetivo avaliar
os efeitos da Mel sobre marcadores de estresse oxidativo em ratos com cirrose biliar

secundaria, induzida pela ligadura de ducto biliar comum.

METODOLOGIA
Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com peso +350 gramas, divididos em 4
grupos experimentais:

¢ CO: submetido a simulacéo da cirurgia de LDB e tratado com veiculo NaCl 0,9%;
e CO+Mel: submetido a simulagéo da cirurgia de LDB e tratado com Mel;

¢ LDB: submetido a cirurgia de LDB e tratado com veiculo NaCl 0,9%;

e LDB+Mel: submetido a cirurgia de LDB e tratado com Mel.

O modelo utilizado para o desenvolvimento de cirrose biliar secundaria, foi o
estabelecido por Kountouras et al. 1984, através da ligadura de ducto biliar comum.

A cirurgia de ligadura de ducto biliar (LDB) iniciou com a anestesia dos animais
mediante a administracdo de uma mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso
corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg i.p. e posicionamento para cirurgia.

A intervencdo cirurgica iniciou com tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal,
seguida de laparotomia ventral média e posterior dissecacdo do ducto biliar, ligando-se estes
por meio de dois nos e posterior seccdo entre eles. Apos a cavidade abdominal, o peritonio e a
camada muscular abdominal foram fechados.

O tratamento com veiculo NaCl ou Mel iniciou no 14° dia apds a LDB. A Mel foi
administrada diariamente na dose de 20 mg/Kg de peso corporal e foi preparada utilizando
etanol 1% em NaCl 0,9% (GRIGOROQV et al., 2014).

Apo6s 28 dias os animais foram novamente pesados e anestesiados mediante a
administracdo de farmacos anestésicos.

O sangue foi coletado, através da técnica de puncdo do plexo veno retro-orbital com
tubo capilar de vidro (HALPERN e PACAUD, 1951) e colocado em tubo de ensaio com

heparina, para evitar a coagulacdo. O figado e o baco foram coletados, sendo estes pesados



para realizagdo das relacGes hepatossomatica e esplenossomética, sendo posteriormente, o

figado, separado em partes e congelado a -80°C, para as analises posteriores.

O destino das carcacas foi de acordo com o preconizado pelo CONCEA.

RESULTADOS

Na andlise da lipoperoxidacdo (LPO) hepéatica realizada através da técnica de

substancias que reagem ao &cido tiobarbitirico se observou um maior dano no grupo LDB

quando comparado aos grupos controles, e uma diminuigcdo da lipoperoxida¢do quando 0s

animais submetidos a LDB receberam tratamento com Mel.
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Figura 1: Dados de lipoperoxidacao.
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* Aumento significativo em ralacdo aos grupos CO e CO+Mel.
# Diminuicdo significativa com relacdo ao grupo LDB.

As enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) apresentaram uma menor

atividade no grupo LDB quando comparada aos grupos CO e CO+Mel. No grupo LDB+Mel ¢é

possivel observar um aumento destas quando comparadas ao grupo LDB.
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Figura 2: Atividade da enzima Superdxido Dismutase e Catalase.
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* Diminuicdo significativa em relagdo aos grupos CO e CO+Mel.
# Aumento significativo com relacdo ao grupo LDB.

Quando avaliadas as enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa (GSH) e
glutationa S-transferase (GST), todas apresentaram-se aumentadas nos animais cirréticos
quando comparados aos animais submetidos a simulacdo da cirurgia de LDB. Os animais
cirréticos que receberam tratamento com Mel apresentaram uma restauracdo no nivel destas

enzimas quando comparados ao grupo LDB.



Figura 3: Atividade das enzimas GPx, GSH e GST
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*Aumento significativo em relacio aos grupos CO e CO+Mel.
# Diminuigdo significativa com relacdo ao grupo LDB.
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Quando avaliados quanto ao ganho de peso ao longo do experimento, se observou que
0s animais do grupo CO tiveram um ganho de peso de 24,6%. O grupo CO+Mel teve seu peso
aumentado em 29,3%. Ja no grupo LDB se observou um ganho de peso de apenas 8% ao
longo do experimento, enquanto que os animais do grupo LDB+Mel tiveram seu peso
aumentado em 21,7% do inicio ao final do experimento.

Figura 4: Ganho de peso.
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Na analise histoldgica dos diferentes grupos avaliados, se observou que os grupos CO
e CO+Mel apresentam uma arquitetura normal do figado. No grupo LDB se evidencia uma
destruicdo do parénquima hepatico e no grupo LDB+Mel se observa uma restauracdo do

parénquima hepatico, aproximando-se da estrutura dos grupos CO e CO+Mel.

Figura 5: Analise por HE dos diferentes grupos.

CONCLUSOES
O modelo de LDB apresenta os sinais clinicos da cirrose biliar secundaria em
pacientes, sendo desta forma eficaz para o estudo de alteracGes decorrentes da doenga e



possibilitando sua investigagdo para o estudo de possiveis AOX que possam minimizar estas
alteracdes aumentando assim a qualidade de vida dos pacientes.
A Mel mostrou ser um AOX eficaz neste modelo experimental diminuindo o EO e

restaurando as estruturas hepaticas.
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