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Resumo

A Insuficiéncia Hepatica Aguda Grave (IHAG) é uma sindrome com elevada mortalidade e de
baixa prevaléncia, que compromete a estrutura e a funcdo hepética. A tioacetamida € um
conhecido hepatotoxico que provoca lesdes de diferentes graus.Como a producdo excessiva
de EROs possui um papel importante na fisiopatologia da IHAG, experimentos com
antioxidantes podem ser uma opcdo para novas terapias. A melatonina é citada em estudos
como antioxidante com efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores.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: CO, Mel, TAA e
TAA+Mel. Apos 48 horas, 0s animais foram anestesiados, mortos e coletado o sangue para as
provas de integridade hepatica (AST, ALT e FA) e o figado para avaliacdo de lipoperoxidacao
(TBARS), atividade das enzimas antioxidantes (SOD e GST), niveis de nitritos e nitratos,
analise histologica (HE) e Imunohistoquimica (iNOS). A anilise estatistica foi
ANOV A+Student-Newman-Keuls,sendo significativo P<0,05. A lipoperoxidacdo e as
enzimas antioxidantes aumentaram nos grupos TAA e diminuiram nos grupos tratados com
melatonina. Os niveis de nitritos e nitratos aumentados no grupo TAA e diminuidos no grupo
tratado. Na histologia observou-se a presenca de infiltrado inflamatdrio e necrose no tecido
hepatico dos animais do grupo TAA e uma reducdo nos animais tratados com melatonina. A
expressdo da iNOS estava reduzida no grupo tratado com melatonina em relagdo ao grupo
TAA. O uso da melatonina foi capaz de atenuar os danos ocasionados pela tioacetamida neste
modelo experimental.

Palavras-chaves: estresse oxidativo; hepatotoxicidade; antioxidante.
INTRODUCAO

A insuficiéncia hepética aguda grave (IHAG) ocorre quando ha lesdo subita, com
necrose da maioria dos hepatocitos sem regeneracao evidente e rapida, em figado previamente
normal (LEE et al., 2003).

O estresse oxidativo (EO) esta envolvido na fisiopatologia de diversas doencas,
incluindo a IHAG. O EO é um estado de desequilibrio no qual substancias oxidantes excedem
os sistemas de protecdo antioxidantes proporcionando a formacdo de espécies reativas de
oxigénio, incluindo radicais livres (RL) que sdo moléculas instaveis por possuirem um ou
mais elétrons desemparelhados em seu orbital mais externo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1984). As substancias antioxidantes sdo definidas como quaisquer substancias que em
reduzida concentracdo, comparada a um substrato oxidavel, conseguem inibir ou atrasar
significativamente a oxidacdo do mesmo (Jones, 2006).

A Tioacetamida (TAA), € um composto organo-sulforoso cuja administracdo crénica
leva a cirrose e ao carcinoma hepatocelular (DAVID et al., 2011). A TAA é capaz de formar
espécies reativas de oxigénio (ERO) e necrose.

A melatonina (Mel) é um hormdnio sintetizado através da serotonina e derivada do
aminoécido triptofano. E citada em diferentes estudos como potente antioxidante com efeitos
anti-inflamatorios e imunomoduladores.
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O objetivo do trabalho foi avaliar o estresse oxidativo e o processo inflamatorio em
figado de ratos com Insuficiencia Hepéatica Aguda Grave tratados com melatonina.

METODOLOGIA

Os procedimentos com os animais foram de acordo com o preconizado pela
Comissdo de Pesquisa e Etica da ULBRA Canoas (protocolo n° 2016.120).

Foram utilizados 28 ratos machos Wistar, (300 gramas) provenientes do Biotério da
ULBRA. Os animais foram divididos em 4 grupos: Controle (CO), Melatonina (Mel),
Tioacetamida (TAA) e Tioacetamida + Melatonina (TAA+Mel) com sete ratos cada. A TAA
foi administrada via intraperitoneal (i.p.) na dose de 400 mg/kg no inicio do experimento e 8
horas depois. A primeira administragdo da Melatonina (dose de 20 mg/Kg via i.p.) foi meia
hora ap6s a segunda dose de TAA, a segunda e a terceira dose foram administradas 24 horas e
36 horas ap0s o inicio do experimento.

Decorridas 48 horas do inicio do experimento, os ratos foram anestesiados com
Cetamina (95 mg/Kg) e Xilasina (8 mg/Kg). Foi coletado sangue do plexo retro orbital para
anélise das provas de integridade hepatica (AST, ALT e FA) e o figado foi coletado para a
avaliagdo da lipoperoxidagdo (TBARS), atividade as enzimas antioxidantes (SOD e GST),
avaliacdo histologica (HE) e imunohistoquimica (iNOS). Apds, foram mortos por
exsanguinagao sob anestesia profunda. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA seguida
do teste Student-Newman-Keuls, sendo considerado significativo quando P<0,05.

RESULTADOS

Os resultados das provas de integridade hepatica sdo apresentados na tabela 1. Os
niveis séricos de todas as enzimas no grupo TAA foram significativamente superiores
(p<0,001) em relacdo aos grupos CO e Mel. No grupo TAA+Mel, observou-se uma

diminuicdo (p<0,05) na concentracao das enzimas.

Tabela 1. ConcentracBes séricas das enzimas hepéticas aspartato aminotransferase (AST),
alaninaaminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA), * Aumento significativo em ralacdo aos grupos CO e
CO+MLT(p<0,001).# Diminuicao significativa com relacdo ao grupo SHP(p<0,001).

Enzimas CO CO+Mel TAA TAA+Mel

AST (U/L) 3542 (6,98) 39,46 (+4,66) 564,92 (+78,45)* 284,23 (+53,48)"
ALT UIL) 24,57 (3,954) 2948 (£3,62) 294,36 (+15,39)* 62,34 (£9,45)"

FA (U/L) 16,45 (+1,55) 18,64 (+1,36) 65,34 (3,46)* 25,64 (+1,79)"

Ao observar-se os niveis de TBARS (nmol/mg prot), 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 relacdo ao grupo TAA.

Figura 1: Avaliagdo da lipoperoxidagéo.
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Na figura abaixo, 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 relagdo aos controles (CO e Mel) e uma diminuigdo

significativa no grupo TAA+

Mel quando comparado ao grupo TAA.
Figura 2: Atividade da SOD.
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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 comparacgéo ao grupo TAA, conforme é possivel verificar na figura 3.
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Figura 3: Atividade da GST.
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Na andlise dos metabdlitos do 6xido nitrico — nitritos e nitratos — (NO,/NQOj) é

possivel observar na figura 4

um aumento significativo no grupo TAA em relacdo aos grupos

CO e Mel (p<0,001) e quando os animais foram tratados com melatonina os niveis reduziram

significativamente quando co
Figura 4:
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mparado o grupo TAA+Mel com o grupo TAA (p<0,001).
Niveis dos metabolitos do éxido nitrico (NO,/NQO3).
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A avaliacdo histoldgica do tecido hepético (figura 5) foi realizada através de laminas
coradas com Hematoxilina e Eosina em um aumento de 200x. No tecido hepético de animais
dos grupos CO (5-A) e Mel (5-B) é possivel observar um parénquima hepéatico normal, com
corddes de hepatocitos bem definidos e nucleos celulares bem corados. Na fotomicrografia de
um animal do grupo TAA (5-C) é observado uma destruicdo do parénquima hepatico,
presenca de necrose (NE), hemorragia (HE) infiltrado inflamat6rio(IN). J& no figado de um
animal que recebeu a melatonina como tratamento (5-D) € possivel observar uma restauracao
do parénquima hepatico com reducéo do infiltrado inflamatdrio e necrose.

Figura 5: Fotomicrografia do tecido hepatico dos animais dos diferentes grupos experimentais. Coloracdo HE.
Aumento 200x. (A) Grupo CO, (B) Grupo Mel, (C) Grupo TAA,(D) Grupo TAA+Mel.
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Ao avaliar a expressao imunohistoquimica da proteina iINOS (Figura 6) é possivel
observar a marcagdo positiva de pixels (E) quando o resultado do grupo TAA (C) é
comparado aos dos grupos CO (A) e CO+Mel (B), p<0,001. Entretanto, registrou-se uma

reducdo estatisticamente significativa (p<0,001) quando o resultado do grupo TAA+Mel é
comparado ao do grupo TAA (D).

Figura 6: Expressdo imunohistoquimica da iNOS. Aumento 200x. (A) grupo CO, (B) grupo Mel, (C) grupo
TAA, (D) grupo TAA+Mel, (E) quantificacdo em % de pixels positivos (*p<0,001).
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A IHAG induzida pela TAA ocasionou uma série de lesdes do parénquima hepatico
através dos radicais livres formados agindo sobre a membrana do hepatdcito, evidenciado
pela enzima de integridade hepéatica, TBARS e histologia.

A enzima GST detoxificante hepéatica esta aumentada, bem como os metabdlitos de
oxido nitrico e a INOS.



A melatonina foi capaz de restaurar o parénquima hepatico e proteger o figado do
estresse oxidativo atraves de sua acdo antioxidante.

CONCLUSAO

A melatonina foi capaz de reduzir as concentragdes séricas das enzimas relacionadas
a integridade hepética; reduzir a lipoperoxidacdo; diminuir a atividade das enzimas SOD, e
GST; diminuir os niveis dos metabdlitos do 6xido nitrico; restaurar a integridade do tecido
hepético e reduzir a expressdo do marcador inflamatério iINOS no modelo experimental de
IHAG induzida por tioacetamida.
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