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Resumo

A Melatonina (MLT) vem sendo muito estudada e citada em diferentes estudos como potente
antioxidante. O modelo experimental de Ligadura de Ducto Biliar (LDB) é capaz de simular a
Sindrome Hepatopulmonar (SHP) experimental. Objetivo: Avaliar as alteracGes pulmonares,
diafragmaticas de animais submetidos & LDB, assim como a a¢do do antioxidante Melatonina.
Meétodos: Foram utilizados 36 ratos Wistar, divididos em quatro grupos: CO, CO+MLT, SHP
e SHP+MLT. A MLT (20 mg/kg) foi administrada a partir do 14° dia da LDB até o 28° dia.
No 29° dia, foi coletado sangue para andalise da integridade hepética, tecido hepatico e
pulmonar para andlise histolégica e o diafragma para analise de estresse oxidativo.
Resultados: Na avaliacdo das enzimas AST, ALT e FA observa-se um aumento no grupo
SHP quando comparado aos grupos controles e uma diminuicdo com o uso da MLT. Na
avaliacdo da lipoperoxidacdo, observou-se aumento do grupo SHP quando comparados aos
grupos controles e uma reducdo no grupo SHP+MLT. As enzimas catalase e superoxido
dismutase, apresentam redugdo no grupo SHP com relacdo aos controles e um aumento no
grupo SHP+MLT. Na analise histoldgica do figado pode-se observar uma destruicdo do
parénquima hepatico e infiltrado inflamatorio ao avaliar o pulm@o pode-se observar
vasodilatacdo e quando administrado MLT verificou-se diminuicdo na vasodilatacao.
Conclusdo: A MLT se mostrou eficaz na reducdo das enzimas de integridade hepatica e dos
danos oxidativo no diafragma, bem como das alteragdes teciduais no figado e no pulméo.
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INTRODUCAO

A Sindrome Hepatopulmonar (SHP) é uma complicacdo importante da cirrose
hepatica, caracterizada por alteracdes funcionais da oxigenacdo arterial, em contexto de
doenca hepatica, resultantes de uma marcada dilatacao das arteriolas e capilares pulmonares —
vasodilatacdo pulmonar — induzida por mediadores liberados pelo figado lesado (FREIRE et
al., 2007).

A consequéncia das dilatacBes vasculares intrapulmonares observadas na SHP é a
impossibilidade das moléculas de O, presentes no ar inspirado, se difundirem até a por¢ao
central dos vasos dilatados, o grau de dilatacdo dos vasos pulmonares determina a gravidade
das anormalidades nos gases arteriais (PAROLIN et al., 2002).

O estresse oxidativo (EO) é 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 doengas hepéticas, com consequéncias também no pulmao (TIEPPO
et al., 2005; VERCELINO et al., 2010).

Atualmente, inimeros estudos vém demonstrando as propriedades antioxidantes da
Melatonina (MLT) em diferentes modelos experimentais. Dentre seus diversos efeitos
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atribuidos, podemos salientar sua capacidade antioxidante, anti-inflamatéria e
imunomoduladora, bem como seus efeitos oncostaticos (MACCHI; BRUCE, 2004; ROSA et
al, 2010; BONA et al., 2012).

A MLT, N-acetil-5-metoxitriptamina, € uma indolamina lipofilica, sintetizada a partir
da serotonina, é citada em diferentes estudos como potente antioxidante, atuando na
diminuicdo da formacao de radicais livres (REITER et al., 2000; MOREIRA et al., 2015.).

Levando-se em consideracdo estes dados, o presente estudo tem como objetivo avaliar
a acao da MLT sobre os marcadores de EO no diafragma e as alteragGes histologicas
hepaticas e pulmonares em ratos submetidos a Ligadura de Ducto Biliar.

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;

¢ CO+MLT: submetido a simulagdo da cirurgia de LDB e tratado com MLT;

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

e SHP+MLT: submetido a cirurgia de LDB e tratado com MLT.

A LDB foi realizada conforme estabelecido por Kountouras et al. 1984. A cirurgia de
iniciou com a anestesia dos animais mediante a administracdo 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 MLT iniciou no 14° dia apés a LDB em todos 0s
grupos. A MLT 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 hepética através da AST, ALT e FA. O figado e o pulméo
foram coletados para a andlise histologica e o diafragma para as analises de TBARS
(BUEGE; AUST, 1978), SOD (MIRSA; FRIDOVICH, 1972) e CAT (BOVERIS; CHANCE,
1973).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e seguido do
teste Student-Newman-Keuls para multiplas comparacdes significativo quando p<0,05.

O manejo dos animais obedeceu aos principios éticos da experimentacdo animal
conforme estabelecido pela Legislacdo Brasileira (Lei 11.794/2008). Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA), da ULBRA
(protocolo 2015 — 2P).

RESULTADOS

Na tabela 1, mostra-nos os valores das enzimas de integridade hepéticas onde
observamos um aumento significativo no grupo SHP com relacdo aos grupos controles
(p<0,001), e ocorreu uma diminuicdo significativa destes valores no grupo SHP+MLT.

Analisando a lipoperoxidacdo diafragmatica realizada através da técnica de
substancias que reagem ao &cido tiobarbitrico (TBARS) observou-se um maior dano no
grupo SHP quando comparado aos grupos controles, e uma diminuicdo significativa nos
animais do grupo SHP+MLT



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

Grupos AST (U/L) ALT (U/L) FA (U/L)
co 88,8 + 10,9 37,0+1,9 122,4 + 13,5
CO+MLT 90,4 + 8,4 38,8+ 3,2 111,6 £8,1
SHP 425,8 + 46,6* 105,8 + 13,5*% 381,2 +35,5*
SHP+MLT 117,5 + 18,8" 42,0 + 3,4" 104,3 +11,0*

* Aumento significativo em ralacéo aos grupos CO e CO+MLT(p<0,001). # Diminuic&o significativa com
relacdo ao grupo SHP(p<0,001).

Figura 1: Avaliacio da lipoperoxidacao pela técnica de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS).
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As enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) apresentaram uma menor
atividade no grupo SHP quando comparada aos grupos controle (p<0,01). No grupo
SHP+MLT observou-se um aumento destas quando comparadas ao grupo SHP.

Figura 2: Atividade da enzima Superéxido Dismutase e Catalase.
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* D|m|nU|<;ao significativa em relacdo aos grupos CO e CO+MLT (p<0,001).
# Aumento significativo com relagdo ao grupo SHP (p<0,001).

Na analise histologica hepatica (figura 3) dos diferentes grupos avaliados, observou-se
que os grupos CO e CO+MLT (figura A e B) apresentam uma arquitetura normal do figado.
No grupo SHP (figura C) evidenciou-se uma destruicdo do parénquima hepatico e infiltrado
inflamatério, observado pela coloracdo de HE. O uso da MLT no grupo SHP+MLT (figura D)
restaurou o parénguima hepatico.
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Figura 3: Fotomicrografia do tecido hepatico (HE) em aumento de 200X.
A 2

Na anélise histoldgica do pulmdo nos grupos CO e CO+MLT o didmetro dos vasos
pulmonares (mm) sdo semelhantes. No grupo SHP ocorreu um aumento significativo no
didmetro dos vasos comparado aos grupos controles, demonstrando a presenca de
vasodilatacdo nesse grupo. No grupo SHP + MLT ocorreu uma reducdo do didmetro dos
vasos permanecendo semelhante aos controles, como observado nas figuras 4.

O modelo de LDB apresentou caracteristicas de cirrose a julgar pela prova de integridade
hepética e do parénquima, e a melatonina foi capaz de atuar sobre os radicais livres atuando
como antioxidante.

CONCLUSAO

A LDB mimetiza a cirrose biliar secundaria em humanos, sendo um modelo eficaz
para 0 estudo de alteracBes pulmonares decorrentes da mesma. A MLT parece ser um
antioxidante eficaz neste modelo experimental uma vez que normaliza as provas de
integridade hepética, diminui o estresse oxidativo no diafragma e restaura o parénquima
pulmonar avaliado pelo didmetro dos vasos pulmonares.
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