2° COLOQUIO ULBRA DE EXTENSAO, PESQUISA E ENSINO

2° ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPq E FAPERGS @ e ﬁ T I

ACAO DA MELATONINA NA INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA
GRAVE EM RATOS

Victoria Figueiredo Leivas dos Santos®
Jeferson de Oliveira Salvi?
Elizangela Goncalves Schemitt®
Norma Possa Marroni*
Resumo
A Insuficiéncia Hepética Aguda Grave (IHAG) uma sindrome com elevada mortalidade e de
baixa prevaléncia, que compromete a estrutura e a funcdo hepética. A tioacetamida é um
conhecido hepatotdxico que provoca lesdes de diferentes graus, de acordo com a dose e 0
tempo de exposicdo. Como a producéo excessiva de EROs parece ter um papel importante na
fisiopatologia da IHAG, experimentos com antioxidantes podem ser uma opg¢ao para novas
terapias. A melatonina é um horménio indolaminico com capacidade antioxidante e
fotoprotetora. O objetivo do trabalho foi avaliar o estresse oxidativo em figado de ratos com
IHAG tratados com melatonina. Foram utilizados 28 ratos machos Wistar, divididos em 4
grupos: Controle; Melatonina; Tioacetamida; Tioacetamida + Melatonina. Ap6s 24 horas, 0s
animais foram anestesiados, mortos e retirado o figado para analises. Foram avaliadas a
lipoperoxidagéo (TBARS) a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx e GST) e
a analise histoldgica. A analise estatistica foi ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls,
sendo significativo P<0,05. A lipoperoxidagdo apresentou-se aumentada nos grupos TAA e
diminuida nos grupos tratados com melatonina. Foi observada uma alteracdo na atividade
enzimatica nos grupos TAA em rela¢do aos grupos controles e uma restauragdo na atividade
nos grupos tratados com melatonina. Foi observado a presenca de infiltrato inflamatério e
necrose no tecido hepéatico dos animais do grupo TAA e uma diminuigcdo desses parametros
nos animais tratados com melatonina. O uso da melatonina foi capaz de atenuar os danos
ocasionados pela tioacetamida neste modelo experimental.
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INTRODUCAO

A insuficiéncia hepatica aguda grave (IHAG) é a situacdo que ocorre quando ha
lesdo subita, com necrose da maioria dos hepatdcitos sem regeneracdo evidente e rapida, em
figado previamente normal, e que determina alteraces graves de coagulacdo do metabolismo,
com quadro clinico de encefalopatia e coma (LEE et al., 2003).

O Estresse Oxidativo (EO) esta envolvido na fisiopatologia de diversas doengas,
incluindo a IHAG. O EO é um estado de desequilibrio no qual substancias oxidantes excedem
0s sistemas de protecdo antioxidantes proporcionando a formacdo de espécies reativas de
oxigénio, incluindo radicais livres (RL). Estes tltimos sdo moléculas instaveis por possuirem
um ou mais elétrons desemparelhados em seu subnivel de energia mais externo, desta forma,
buscam reagir com outras moléculas para o reequilibrio (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1984).

As substancias antioxidantes podem ser compreendidas, de maneira ampla, como
quaisquer substancias que em reduzida concentragdo, comparada a um substrato oxidavel,
conseguem inibir ou atrasar significativamente a oxidagdo do mesmo (Jones, 2006).

A Tioacetamida (TAA), C,HsNS, € um composto organo-sulforoso cuja administracao
crbnica levava a cirrose e ao carcinoma hepatocelular (DAVID et al.,, 2011). Apéds a
administracdo, a TAA é rapidamente convertida em acetamida e tioacetamida-S-0xido
(TASO) que é metabolizada, posteriormente, a tioacetamida-S-dioxido (TASO,) (PORTER &
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NEAL, 1978). A TAA ¢é capaz de formar espécies reativas de oxigénio (ERO) e necrose
(MANGIPUDY etal., 1995).

A melatonina (Mel - N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma indolamina lipofilica,
sintetizada através da serotonina e derivada do aminoacido triptofano. E citada em diferentes
estudos como potente antioxidante com efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores
(ACUNA-CASTROVIEJO, 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o estresse oxidativo em figado de ratos com
Insuficiencia Hepética Aguda Grave tratados com melatonina.

METODOLOGIA

Os procedimentos com os animais foram de acordo com o preconizado pela
Comisséo de Pesquisa e Etica da ULBRA Canoas (protoloco 2015-1P) e seguem as normas da
Lei 11.794 sobre procedimentos em animais de pesquisa.

Foram utilizados 28 ratos machos Wistar, com peso médio de 300 gramas
provenientes do Biotério da ULBRA. Os animais foram divididos em 4 grupos (Controle,
Melatonina, Tioacetamida e Tioacetamida . Melatonina) com sete ratos cada (baseado em
calculo amostral).

A tioacetamida foi administrada via intraperitoneal na dose de 400 mg/kg no inicio
do experimento e 8 horas ap6s. A melatonina (dose de 5 mg/Kg) foi administradas meia hora
apos a segunda dose de TAA.

Decorridas 24 horas do inicio do experimento, os ratos foram anestesiados com
Cetamina (95 mg/Kg) e Xilasina (8 mg/Kg) e em seguida o figado foi coletado para a
avaliacdo da lipoperoxidacdo, atividade as enzimas antioxidantes e histologia. Apds, foram
mortos por exsanguinacao sob anestesia profunda.

Uma porcdo do figado foi imediatamente congelada para posteriores analises de
lipoperoxidacdo através da técnica das substancias que reagem ao &cido tiobarbitdrico
(TBARYS), atividade das enzimas antioxidantes SOD (MIRSA & FRIDOVICH, 1972), GPx
(FLOHE & GUNZLER 1984), CAT (BOVERIS & CHANCE, 1973) e GST (MANNERVIK
& GLUTHENBERG, 1981). Outra porc¢éo do figado foi imersa em formol 10% para posterior
avaliacdo histoldgica através de laminas coradas com hematoxilina e eosina.

Para analise estatistica foi utilizada ANOVA seguida do teste Student-Newman-
Keuls, sendo considerado significativo quando P<0,05.

RESULTADOS

Ao avaliar os niveis de TBARS, técnica que avalia a lipoperoxidacdo, foi demonstrado
na figura 1, um aumento significativo no grupo TAA em relacdo aos grupos controles (CO e
Mel) e uma diminuicéo significativa no grupo TAA+Mel em relagéo ao grupo TAA.

Figura 1: Avaliacéo da lipoperoxidacao. Os dados sdo expressos como médiaterro padrdo. * Aumento
significativo em relagéo ao grupo CO e grupo Mel (p>0,001). # Diminuicéo significativa em relacdo ao grupo
TAA (p>0,01).
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Na figura 2 sdo apresentados os valores da atividade da enzima Superdxido Dismutase
(USOD/mg prot) nos diferentes grupos experimentais. Observa-se um aumento significativo
no grupo TAA em relacéo aos controles (CO e Mel) e uma diminuicdo significativa no grupo
TAA+Mel quando comparado ao grupo TAA.

Figura 2: Atividade da SOD. Os dados sdo expressos como médiaterro padrdo. * Aumento significativo em

relacdo ao grupo CO e grupo Mel (p>0,01). # Diminuicao significativa em relacdo ao grupo TAA (p>0,01).
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Na figura 3 sdo apresentados os valores da Glutationa Peroxidase (nmoles/mg prot)
nos diferentes grupos experimentais. Observa-se um aumento significativo no grupo TAA em
comparagdo com os grupos CO e Mel e uma diminuicéo significativa no grupo TAA+Mel
quando comparado com o grupo TAA.

Figura 3: Atividade da GPx. Os dados sdo expressos como médiazerro padrdo. * Aumento significativo em
relacdo ao grupo CO e grupo Mel (p>0,001). # Diminuicdo significativa em relacdo ao grupo TAA (p>0,05).
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Ao avaliar a atividade da enzima catalase (nmoles/mg prot) nos diferentes grupos
experimentais foi observado um aumento significativo nos animais do grupo TAA quando
comparado com o grupo CO e grupo Mel. No grupo que recebeu a melatonina como
tratamento, observa-se uma reducdo significativa em relacdo ao grupo TAA, conforme
demonstrado na figura 4.

Figura 4: Atividade da CAT. Os dados sdo expressos como médiaterro padrdo. * Diminuicao significativa em
relacdo ao grupo CO e grupo Mel (p>0,05). # Aumento significativo em relagdo ao grupo TAA (p>0,05).
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Ao avaliar a atividade da enzima detoxificadora Glutationa S-Tranferase
(umol/min/mg prot) nos diferentes grupos experimentais, observa um aumento no grupo



TAA em relacdo aos grupos CO e Mel e no grupo TAA+Mel ocorre uma diminuicdo
significativa em comparagdo ao grupo TAA, conforme é possivel verificar na figura 5.

Figura 5: Atividade da GST. Os dados sdo expressos como médiaterro padrdo. * Aumento significativo em
relagdo ao grupo CO e grupo Mel (p>0,001). # Diminuig&o significativa em relagdo ao grupo TAA (p>0,001).
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A avaliacdo histoldgica do tecido hepatico (figura 6) foi realizada através de laminas
coradas com Hematoxilina e Eosina e observadas em um aumento de 200x. No tecido
hepético de animais dos grupos CO (6-A) e Mel (6-B) € possivel observar um parénquima
hepatico normal, com corddes de hepatdcitos bem definidos e nucleos celulares bem corados.
Na fotomicrografia de um animal do grupo TAA (6-C) é observado uma destruicdo do
parénquima hepatica, presenca de necrose macica e infiltrado inflamatorio. Ja no figado de
um animal que recebeu a melatonina como tratamento (6-D) é possivel observar uma re-

estruturagdo do parénquima hepéatico com redugdo do infiltrado inflamatério e uma menor
area de necrose.

Figura 6: Fotomicrografia do tecido hepatico dos animais dos diferentes grupos experimentais. Coloragdao HE.
Aumento 200x. (A) Grupo CO: parénquima hepatico normal. (B) Grupo Mel: semelhante ao grupo controle. (C)
Grupo TAA: presenca de necrose e infiltrado inflamatério. (D) Grupo TAA+Mel: regeneragéo do tecido.
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CONCLUSAO

A tioacetamida desenvolve insuficiéncia hepatica aguda grave a julgar pela avaliacéo
da lipoperoxidacdo, anélise da atividade das enzimas antioxidantes e avaliagdo histologica. A
melatonina na dose utilizada restaura a funcdo hepética e o parénquima hepatico. A melatonia
parece ser benéfica nesse modelo experimental.
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