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Resumo

A melatonina (Mel) vem sendo muito estudada e citada em diferentes estudos como potente
antioxidante. A obstrucdo prolongada do ducto biliar € um modelo experimental eficaz para
inducdo de cirrose biliar secundaria. Objetivo: Avaliar a acdo da Mel na cirrose biliar
secundaria induzida pela ligadura de ducto biliar (LDB). Métodos: Foram utilizados 36 ratos
Wistar, divididos em quatro grupos: CO, CO+Mel, LDB e LDB+Mel. A Mel (20 mg/kg) foi
administrada a partir do 14° dia da LDB até o 28° dia. No 29° dia, foi coletado sangue para
analise da integridade hepatica, figado e bago para a avaliacdo da relacdo hepatossomatica e
esplenossomatica, tecido hepatico para analise histolégica e de estresse oxidativo.
Resultados: Na avaliacdo das enzimas AST, ALT e FA observa-se um aumento no grupo
LDB quando comparado aos grupos controles (p<0,001) e uma diminuicdo com o uso da Mel
(p<0,001). A relacdo hepatossomatica e esplenossomatica apresentaram um aumento no grupo
LDB quando comparados aos grupos controles (p<0,001), e uma diminuicd0 no grupo
LDB+Mel (p<0,001). Na avaliacdo da lipoperoxidacao, observou-se diferenca do grupo LDB
quando comparados aos grupos controles (p<0,001) e uma reducdo no grupo LDB+Mel
(p<0,001). As enzimas catalase e superdxido dismutase, apresentam reducé@o no grupo LDB
com relacdo aos controles (p<0,01) e um aumento no grupo LDB+Mel (p<0,001). Na anéalise
histoldgica do tecido hepatico pode-se observar um parénquima hepatico normal em animas
dos grupos controles, no grupo LDB observa-se desorganizacdo tecidual, presenca de
infiltrado inflamatorio e fibrose. No grupo LDB+Mel, observa-se uma restauracdo do
parénquima hepatico. Conclusdo: Os resultados sugerem um efeito protetor da Mel quando
administrada em ratos com cirrose biliar secundaria induzida por LDB.

Palavras-chave: Antioxidantes; radical livre; ligadura de ducto biliar.

INTRODUCAO

A cirrose biliar secundaria € uma complicacdo tardia da obstrucdo prolongada das vias
biliares extra-hepaticas. A ligadura de ducto biliar (LDB) mimetiza a cirrose biliar secundaria
em humanos. A colestase de longa duragdo representa a principal causa de dano hepatico, o
acumulo de &cidos biliares toxicos exerce um papel fundamental na determinacdo da necrose
e, com isso, da fibrose hepatica (ORELLANA et al., 2000).

O EO ¢ definido como um desequilibrio entre as substancias oxidantes e as defesas
antioxidantes, a favor das oxidantes (SIES; MURPHY, 1991), e parece estar relacionado com
as doencas hepaticas (TIEPPO et al., 2005; VERCELINO et al., 2010).

Atualmente inimeros estudos vém demonstrando as propriedades antioxidantes da
Mel em diferentes modelos experimentais. Dentre seus diversos efeitos atribuidos, podemos
salientar sua capacidade AOX, bem como seus efeitos anti-inflamatério, imunomodulador e
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associados a resisténcia a insulina (MACCHI e BRUCE, 2004; ROSA et al, 2010; BONA et
al., 2012).

A melatonina ((Mel) N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma indolamina lipofilica,
sintetizada a partir da serotonina, é citada em diferentes estudos como potente antioxidante,
atuando na diminuicdo da formacdo de radicais livres, com efeitos antiinflamatérios e
imunomoduladores e oncostético (REITER et al., 2000; MOREIRA et al., 2015. ).

Levando-se em consideracdo estes dados, o presente estudo tem como objetivo avaliar
a acao da Mel sobre os marcadores de EO, fibrose e alteracdes hepéaticas em ratos com cirrose
biliar secundaria, induzida pela LDB.

METODOLOGIA

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com peso 300 gramas, divididos em 4
grupos experimentais:

¢ CO: submetido a simulacéo da cirurgia de LDB e tratado com veiculo NaCl;

e CO+Mel: submetido a simulacdo da cirurgia de LDB e tratado com Mel;

¢ LDB: submetido a cirurgia de LDB e tratado com veiculo NaCl;

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

A LDB foi realizada conforme estabelecido por Kountouras et al. 1984. A cirurgia de
iniciou com a anestesia dos animais mediante a administragdo de uma mistura de Cloridrato
de Xilazina 8 mg/Kg e Cloridrato de Cetamina 95 mg/Kg i.p, apos realizou-se laparotomia
ventral média e posterior dissecagdo do ducto biliar, ligando-se por meio de dois nos.

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

Apos 28 dias os animais foram novamente pesados e anestesiados. O sangue foi
coletado, através da técnica de puncdo do plexo veno retro-orbital (HALPERN; PACAUD,
1951), para avaliar a integridade hepatica através da AST, ALT e FA. O figado e o baco
foram coletados, sendo estes pesados para realizacdo das relacdes hepatossomatica (RHS) e
esplenossomatica (RES). Uma porcdo do figado foi congelada a -80 °C para posteriores
analises de TBARS, SOD e CAT e outra para as analises histoldgicas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e seguido do
teste Student-Newman-Keuls para maltiplas comparacgdes (p<0,01).

O manejo dos animais obedeceu aos principios éticos da experimentacdo animal
conforme estabelecido pela Legislacdo Brasileira (Lei 11.794/2008) e do Codigo Estadual de
Protecdo aos Animais. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais (CEUA), da ULBRA mediante aprovacdo dos protocolos de nimero 2015 — 2P e
obedeceu as diretrizes minimas para 0 uso de animais.

RESULTADOS

Podemos observar, na tabela 1, os valores das enzimas de integridade hepéticas, um
aumento significativo de todas as enzimas no grupo LDB com relacdo aos grupos controles
(p<0,001), e uma diminuicdo significativa destes valores no grupo LDB+Mel em comparacéo
com o grupo LDB (p<0,001).



Tabela 1: Valores das enzimas de integridade hepéticas aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminostransferase (ALT), e fosfatase alcalina (FA) em plasma, nos diferentes grupos experimentais.

Grupos AST (UIL) ALT (UIL) FA (UL)
co 88,8109 37,019 1224 £135

CO+Mel 90,4+84 388+32 11,6 8,1
LDB 4258 + 45 6° 1058 + 135" 3812 + 355"

LDB+Mel 17,5 + 18,8* 42,0134 104,3 + 11,04

* Aumento significativo em relacdo aos grupos CO e CO+Mel (p<0,001).
# Diminuigdo significativa em relagéo ao grupo LDB (p<0,001).

Nos resultados de RHS e RES observa-se um aumento significativo destas no grupo
LDB, quando comparados aos grupos controles (p<0,001) e uma diminuigdo significativa no
grupo LDB+Mel em comparacdo com o grupo LDB (p<0,001).

Figura 1: Relagdo Hepatossomatica e Relagdo Esplenossomatica.
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~* Aumento significativo em relacéo aos grupos CO e CO+Mel (p<0,001).
# Diminuicdo significativa em relacdo ao grupo LDB (p<0,001).
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Analisando a lipoperoxidacao hepatica realizada através da técnica de substancias que
reagem ao acido tiobarbitdrico (BUEGE; AUST, 1978) observou-se um maior dano no grupo

LDB quando comparado aos grupos controles, e uma diminuicdo nos animais do grupo
LDB+Mel.

Figura 2: Avaliacéo da lipoperoxidacdo pela técnica de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS).
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* Aumento significativo em ralagdo aos grupos CO e CO+Mel(p<0,001).
# Diminuigdo significativa com relacdo ao grupo LDB(p<0,001).

As enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) apresentaram uma menor
atividade no grupo LDB quando comparada aos grupos controle (p<0,01). No grupo

LDB+Mel observou-se um aumento destas quando comparadas ao grupo LDB. (MIRSA;
FRIDOVICH, 1972; BOVERIS; CHANCE, 1973).



Figura 3: Atividade da enzima Superdxido Dismutase e Catalase.
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* Diminuicéo significativa em relagdo aos grupos CO e CO+Mel (p<0,001).
# Aumento significativo com rela¢éo ao grupo LDB (p<0,001).

Na andlise histolégica dos diferentes grupos avaliados, observou-se que 0s grupos CO
e CO+Mel apresentam uma arquitetura normal do figado. No grupo LDB evidenciou-se uma
destruicdo do parénquima hepatico, infiltrado inflamatorio e fibrose, observado pela coloracdo
de HE e Picrosirius. O uso da Mel no grupo LDB+Mel restaurou o parénquima hepatico,
como observado nas figuras 4 e 5.

Figura 4: Fotomicrografia do tecido hepatico (HE) em a
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Em A e B pode-se observar o parénquima hepético de animais dos grupos controle, respectivamente. Em C,
observa-se em analise histolégica do figado de um animal do grupo LDB, alteragdo do parénquima e presenga de

infiltrado inflamatério (seta vermelha) e em D, pode-se observar, em animal do grupo LDB+Mel, uma
reestruturacdo do parénquima.

Figura 5: Analise histolégica do tecido hepatico a partir da coloragdo picrosirius em aumento de 400X, dos
diferentes grupos experimentais.
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Observamos auséncia de septos fibréticos em A e B. Em C, observa-se o grupo LDB com uma marcacéo

positiva da coloragdo e em D, pode-se observar uma marcagdo minima da coloragéo no grupo LDB+Mel.

CONCLUSAO

A LDB mimetiza a cirrose biliar secundaria em humanos, sendo um modelo eficaz
para o estudo de alteracdes decorrente de alteracbes no parénquima hepatico. A Mel parece
ser um antioxidante eficaz neste modelo experimental uma vez que normaliza as provas de
integridade hepatica, diminui o estresse oxidativo e restaura o parénguima hepatico a julgar
pela histologia.

REFERENCIAS
BONA, S. et al. Effect of antioxidant treatment on fibrogenesis in rats with carbon
tetrachloride-induced cirrhosis. ISRN gastroenterology. 2012.



BOVERIS, A.; CHANCE, B. The mitochondrial generation of hydrogen peroxide.
Biochemistry Journal., v.134: p.707-16, 1973.

BUEGE, J.A.; AUST, S.D. Microsomal lipid peroxidation. Met Enz., v. 52, p. 302-10, 1978.

GRIGOROQV, I. et al. Hepatoprotective effects of melatonin against pronecrotic cellular
events in streptozotocininduced diabetic rats. Journal of Physiology and Biochemistry,
2014.

HALPERN, B.; PACAUD, A. Tecnique d pelevement dechantillons de sang chez les petits
animaux de laboratoire par ponction du plexus ophthalmique. Comptes Rendus Des Seances
de la societe de biologie et de ses filiales (S.1.). v.145, n.19-2, p.1465-6, 1951.

KOUNTOURAS, J.; BILLING, B.H.; SCHEUER, P.J. Prolonged bile duct obstruction: a new
experimental model for cirrhosis in the rat. British journal of experimental pathology. v.65,
n.3, p.305, 1984.

LLESUY, S. Introduccion y especies activas de oxigeno. In: ULBRA (ed). Estresse
Oxidativo e Antioxidantes. Canoas: Marroni NP (org),p.21-32,2002.

MACCHI, M.M.; BRUCE, J.N. Human pineal physiology and functional significance of
melatonin. Frontiers in Neuroendocrinology. v25, n.3, p.177-95, 2004.

MIRSA, H.P.; FRIDOVICH, I. The role of superoxide anion in the autoxidation of
epinephrine and a simple assay for superoxide dismutase. Journal of Biology and
Chemistry, v.247, p.3170-5, 1972.

MOREIRA, AJ.; ORDONEZ, R.; CERSKI, C.T.; PICADA, J.N.; GARCIA-PALOMO,
A.: Marroni, N.P.; MAURIZ, JL.; GONZALEZ-GALLEGO, J. Melatonin Activates
Endoplasmic Reticulum Stress and Apoptosis in Rats with Diethylnitrosamine-Induced
Hepatocarcinogenesis. Plos One. v. 10, p. e0144517, 2015.

ORELLANA, M.; RODRIGO, R.; THIELEMANN, L. Bile duct ligation and oxidative stress
in the rat: effects in liver and kidney. Comparative Biochemistry and Physiology Part C:
Pharmacology, Toxicology and Endocrinology. v.126, n.2, p.105-11, 2000.

REITER, R.J. et al. Melatonin and its relation to the immune system and inflammation.
Annals of the New York Academy of Sciences. v.917, p.376-86, 2000.

ROSA, D.P.D. et al. Melatonin protects the liver and erythrocytes against oxidative stress in
cirrhotic rats. Arquivos de Gastroenterologia. v.47, n.1, p.72-8, 2010.

SIES, H.; MURPHY, M.E. Role of tocopherols in the protection of biological systems against
oxidative damage. Journal of Photochemistry and Photobiology Biology. v.8, n.2, p.211-8,
1991.

TIEPPO, J. et al. Common bile duct ligation as a model of hepatopulmonary syndrome and
oxidative stress. Arquivos de gastroenterologia. v.42, n.4, p.244-8, 2005.

VERCELINO, R. et al. S-nitroso-N-acetilcisteina atenua a fibrose hepatica em ratos
cirréticos. Journal of Molecular Medicine. v.88, n.4, p.401-11, 2010.



