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Resumo 

A melatonina (Mel) vem sendo muito estudada e citada em diferentes estudos como potente 

antioxidante. A obstrução prolongada do ducto biliar é um modelo experimental eficaz para 

indução de cirrose biliar secundária. Objetivo: Avaliar a ação da Mel na cirrose biliar 

secundária 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 

análise da integridade hepática, fígado e baço para a avaliação da relação hepatossomática e 

esplenossomática, tecido hepático para análise histológica e de estresse oxidativo. 

Resultados: Na avaliação das enzimas AST, ALT e FA observa-se um aumento no grupo 

LDB quando comparado aos grupos controles (p<0,001) e uma diminuição com o uso da Mel 

(p<0,001). A relação hepatossomática e esplenossomática apresentaram um aumento no grupo 

LDB quando comparados aos grupos controles (p<0,001), e uma diminuição no grupo 

LDB+Mel (p<0,001). Na avaliação da lipoperoxidação, observou-se diferença do grupo LDB 

quando comparados aos grupos controles (p<0,001) e uma redução no grupo LDB+Mel 

(p<0,001). As enzimas catalase e superóxido dismutase, apresentam redução no grupo LDB 

com relação aos controles (p<0,01) e um aumento no grupo LDB+Mel (p<0,001). Na análise 

histológica do tecido hepático pode-se observar um parênquima hepático normal em animas 

dos grupos controles, no grupo LDB observa-se desorganização tecidual, presença de 

infiltrado inflamatório e fibrose. No grupo LDB+Mel, observa-se uma restauração do 

parênquima hepático. Conclusão: Os resultados sugerem um efeito protetor da Mel quando 

administrada em ratos com cirrose biliar secundária induzida por LDB. 
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INTRODUÇÃO 

A cirrose biliar secundária é uma complicação tardia da obstrução prolongada das vias 

biliares extra-hepáticas. A ligadura de ducto biliar (LDB) mimetiza a cirrose biliar secundária 

em humanos. A colestase de longa duração representa a principal causa de dano hepático, o 

acúmulo de ácidos biliares tóxicos exerce um papel fundamental na determinação da necrose 

e, com isso, da fibrose hepática (ORELLANA et al., 2000). 

O EO é definido como um desequilíbrio entre as substâncias oxidantes e as defesas 

antioxidantes, a favor das oxidantes (SIES; MURPHY, 1991), e parece estar relacionado com 

as doenças hepáticas (TIEPPO et al., 2005; VERCELINO et al., 2010).  

Atualmente inúmeros estudos vêm demonstrando as propriedades antioxidantes da 

Mel em diferentes modelos experimentais. Dentre seus diversos efeitos atribuídos, podemos 

salientar sua capacidade AOX, bem como seus efeitos anti-inflamatório, imunomodulador e 
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associados à resistência à insulina (MACCHI e BRUCE, 2004; ROSA et al, 2010; BONA et 

al., 2012).  

A melatonina ((Mel) N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma indolamina lipofílica, 

sintetizada a partir da serotonina, é citada em diferentes estudos como potente antioxidante, 

atuando na diminuição da formação de radicais livres, com efeitos antiinflamatórios e 

imunomoduladores e oncostático (REITER et al., 2000; MOREIRA et al., 2015. ). 

Levando-se em consideração estes dados, o presente estudo tem como objetivo avaliar 

a ação da Mel sobre os marcadores de EO, fibrose e alterações hepáticas em ratos com cirrose 

biliar secundária, induzida pela LDB. 

 

METODOLOGIA 

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com peso ±300 gramas, divididos em 4 

grupos experimentais: 

 CO: submetido à simulação da cirurgia de LDB e tratado com veículo NaCl; 

 CO+Mel: submetido à simulação da cirurgia de LDB e tratado com Mel; 

 LDB: submetido à cirurgia de LDB e tratado com veículo NaCl; 

 LDB+Mel: submetido à 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 administração de uma mistura de Cloridrato 

de Xilazina 8 mg/Kg e Cloridrato de Cetamina 95 mg/Kg i.p, após realizou-se laparotomia 

ventral média e posterior dissecação do ducto biliar, ligando-se por meio de dois nós.  

O tratamento com veículo NaCl ou Mel iniciou no 14° dia após a LDB em todos os 

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). 

Após 28 dias os animais foram novamente pesados e anestesiados. O sangue foi 

coletado, através da técnica de punção do plexo veno retro-orbital (HALPERN; PACAUD, 

1951), para avaliar a integridade hepática através da AST, ALT e FA. O fígado e o baço 

foram coletados, sendo estes pesados para realização das relações hepatossomática (RHS) e 

esplenossomática (RES). Uma porção do fígado foi congelada a -80 ºC para posteriores 

análises de TBARS, SOD e CAT e outra para as análises histológicas. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e seguido do 

teste Student-Newman-Keuls para múltiplas comparações (p<0,01).   

O manejo dos animais obedeceu aos princípios éticos da experimentação animal 

conforme estabelecido pela Legislação Brasileira (Lei 11.794/2008) e do Código Estadual de 

Proteção aos Animais. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de 

Animais (CEUA), da ULBRA mediante aprovação dos protocolos de número 2015 – 2P e 

obedeceu às diretrizes mínimas para o uso de animais. 

 

RESULTADOS  

Podemos observar, na tabela 1, os valores das enzimas de integridade hepáticas, um 

aumento significativo de todas as enzimas no grupo LDB com relação aos grupos controles 

(p<0,001), e uma diminuição significativa destes valores no grupo LDB+Mel em comparação 

com o grupo LDB (p<0,001). 
 
 

 

 

 



Tabela 1: Valores das enzimas de integridade hepáticas aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminostransferase (ALT), e fosfatase alcalina (FA) em plasma, nos diferentes grupos experimentais. 

 

 
* Aumento significativo em relação aos grupos CO e CO+Mel (p<0,001). 

 # Diminuição significativa em relação 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 diminuição significativa no 

grupo LDB+Mel em comparação com o grupo LDB (p<0,001). 

 
Figura 1: Relação Hepatossomática e Relação Esplenossomática. 

 
* Aumento significativo em relação aos grupos CO e CO+Mel (p<0,001).  

# Diminuição significativa em relação ao grupo LDB (p<0,001). 

 

Analisando a lipoperoxidação hepática realizada através da técnica de substâncias que 

reagem ao ácido tiobarbitúrico (BUEGE; AUST, 1978) observou-se um maior dano no grupo 

LDB quando comparado aos grupos controles, e uma diminuição nos animais do grupo 

LDB+Mel. 
 

 

Figura 2: Avaliação da lipoperoxidação pela técnica de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS). 

 
* Aumento significativo em ralação aos grupos CO e CO+Mel(p<0,001). 

# Diminuição significativa com relação ao grupo LDB(p<0,001). 

As enzimas superóxido 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 Superóxido Dismutase e Catalase. 

 
* Diminuição significativa em relação aos grupos CO e CO+Mel (p<0,001). 

# Aumento significativo com relação ao grupo LDB (p<0,001). 

Na análise histológica dos diferentes grupos avaliados, observou-se que os grupos CO 

e CO+Mel apresentam uma arquitetura normal do fígado. No grupo LDB evidenciou-se uma 

destruição do parênquima hepático, infiltrado inflamatório e fibrose, observado pela coloração 

de HE e Picrosirius. O uso da Mel no grupo LDB+Mel restaurou o parênquima hepático, 

como observado nas figuras 4 e 5. 

 
Figura 4: Fotomicrografia do tecido hepático (HE) em aumento de 200X, nos diferentes grupos experimentais. 

 
Em A e B pode-se observar o parênquima hepático de animais dos grupos controle, respectivamente. Em C, 

observa-se em analise histológica do fígado de um animal do grupo LDB, alteração do parênquima e presença de 

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

reestruturação do parênquima. 
 

Figura 5: Análise histológica do tecido hepático a partir da coloração picrosirius em aumento de 400X, dos 

diferentes grupos experimentais.  
 

 

 
 

 
 

 

Observamos ausência de septos fibróticos em A e B. Em C, observa-se o grupo LDB com uma marcação 

positiva da coloração e em D, pode-se observar uma marcação mínima da coloração no grupo LDB+Mel. 
 

CONCLUSÃO 

A LDB mimetiza a cirrose biliar secundária em humanos, sendo um modelo eficaz 

para o estudo de alterações decorrente de alterações no parênquima hepático. A Mel parece 

ser um antioxidante eficaz neste modelo experimental uma vez que normaliza as provas de 

integridade hepática, diminui o estresse oxidativo e restaura o parênquima hepático a julgar 

pela histologia. 
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