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Resumo

A Melatonina (MLT) vem sendo muito estudada e citada em diferentes estudos como potente
antioxidante. A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é o acimulo excessivo de
lipidios nos hepat6citos, sem a presenga da ingesta de alcool. O modelo experimental de
esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) ¢é realizado com dieta deficiente dos aminoacidos
metionina e colina (MCD). Objetivo: Avaliar o efeito da MLT sobre o tecido hepatico em
camundongos com EHNA, induzida por dieta MCD. Métodos: Foram utilizados 32
camundongos machos da linhagem C57BL6, divididos em quatro grupos: CO, CO+MLT,
EHNA, EHNA+MLT. Os animais dos grupos EHNA e EHNA+MLT receberam dieta MCD
por 4 semanas. A MLT (20 mg/kg) foi administrada intraperitoneal (1.P) a partir do 15° dia do
inicio do experimento, diariamente, durante 2 semanas. Apos foi coletado tecido hepatico
para andlises histologicas e de estresse oxidativo Resultados: Na avaliagdo da
lipoperoxidacdo, observou-se aumento do grupo EHNA quando comparados aos grupos
controles e uma reducdo no grupo EHNA+MLT. A enzima catalase (CAT) teve um aumento
significativo do grupo EHNA em relacdo aos grupos controle e uma diminuicdo do grupo
EHNA+MLT, ja as enzimas superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx),
apresentam redugdo no grupo EHNA com relagdo aos controles e um aumento no grupo
EHNA+MLT. Na andlise histolégica do figado pode-se observar uma destruicdo do
parénquima hepatico e infiltrado inflamatério. Conclusdo: A MLT se mostrou eficaz na
reducdo e dos danos oxidativo, bem como das alteracdes teciduais no figado.
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INTRODUCAO

O termo doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) compreende um largo
espectro de condicOes associadas ao acumulo excessivo de lipidios no figado, variando da
esteatose a esteato-hepatite ndo alcoolica (EHNA), podendo progredir para formas mais

graves como fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular. A EHNA é definida pela presenga de
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esteatose hepatica e infiltrado inflamatorio, com lesdo hepatocelular (balonizagdo) com ou
sem fibrose (CHALASANI et al., 2012).

O estresse oxidativo (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.

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

A MLT é citada em diferentes estudos como potente antioxidante, atuando na
diminuicdo da formacdo de radicais livres (REITER et al., 2000). E o principal produto de
sintese da glandula pineal, que produz MLT de maneira ritmica, sendo que a sua producéo é
inibida pela luz, portando, sua sintese ocorre durante a fase escura.

O presente estudo tem como objetivo avaliar a acdo da MLT sobre os marcadores de
EO no figado e nas alteragdes histoldgicas hepaticas em camundongos submetidos a esteato-

hepatite ndo alcoolica.

METODOLOGIA

Foram utilizados 32 camundongos machos da linhagem C57BL6, com peso médio no
inicio dos experimentos de 15 a 25g, com 8 semanas de vida, provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os animais foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos:

CO: Os camundongos receberam a racdo controle (com a adi¢cdo de metionina e colina).

CO+MLT: Os camundongos receberam a racdo controle (com adi¢cdo de metionina e colina).
Nas duas Ultimas semanas receberam além da racdo, uma dose didria de 20 mg/kg
intraperitoneal (IP) de MLT.

EHNA: Os camundongos receberam a dieta MCD nas quatro semanas do experimento.
EHNA+MLT: Os camundongos receberam a dieta MCD nas quatro semanas do
experimento. Nas duas ultimas semanas receberam além da racdo, uma dose diéria de 20
mg/kg (IP) de MLT.



A indugdo da EHNA foi realizada através da oferta ad libitum da ragdo MCD durante
4 semanas. Os animais dos grupos controlem receberam a mesma ragdo, porém com a

inclusdo de metionina e colina nas concentragdes descritas em sua composicao.

O tratamento com MLT iniciou a partir do 15° dia diariamente, durante 2 semanas. A
dose da MLT foi 20 mg/kg de peso corporal, e preparada utilizando etanol 1% em NaCl 0,9%
(GRIGOROV et al., 2014).

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados, e apos foi retirado o tecido
hepatico para analise histologica, avaliacdo da lipoperoxidacdo por TBARS e atividades das
enzimas antioxidantes, SOD, CAT e GPx.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e seguido do
teste Student-Newman-Keuls para multiplas comparacGes e foram consideradas significativos
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 — 4P).

RESULTADOS

Na tabela 1, s&o demonstrados os valores das enzimas antioxidantes onde
observamos na CAT um aumento significativo no grupo EHNA com relacdo aos grupos
controles, e uma diminuicédo significativa destes valores no grupo EHNA+MLT. As enzimas
SOD E GPx tiveram uma diminuicao significativa do grupo EHNA em relacdo aos controles e
um aumento no grupo EHNA+MLT.

Tabela 1: Valores das enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), nos diferentes grupos experimentais.

Grupos CAT (pmol/mg Prot) SOD (USOD/mg Prot) GPx (nmol/mg Prot)
co 4,27 £0,69 8,11 +1,06 11,092 £ 1,26
CO+MLT 4,51+0,96 7,11 +£0,60 11,88+ 1,64
EHNA 7,55 +0,40* 4,13 +0,64* 6,44 + 0,35*
EHNA+MLT 4,56 + 0,90" 6,33+ 0,38" 8,49 +1,19%

* Diferenca significativa entre o grupo EHNA x CO / CO+MLT (p<0,001).
# Diferenca significativa entre o grupo EHNA+MLT x EHNA (p<0,001).



Na analise da lipoperoxidacdo, observou-se um maior dano no grupo EHNA quando
comparado aos grupos controles, e uma diminui¢do significativa do dano nos animais do
grupo EHNA+MLT.

Figura 1: Avaliagio da lipoperoxidagio pela técnica de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS).
nmol/mg Prot.
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* Aumento significativo em relagdo aos grupos CO e CO+MLT(p<0,001).
# Diminuigdo significativa em relacdo ao grupo EHNA (p<0,001)

Na anélise histoldgica hepatica (figura 2) pela coloracdo de eosina e hematoxilina
(HE) nos diferentes grupos avaliados, observou-se que os grupos CO e CO+MLT
apresentaram uma arquitetura normal do figado. No grupo EHNA evidenciou-se uma
destruicdo do parénquima hepatico, acumulo de lipideos e infiltrado inflamatério. O uso da
MLT no grupo EHNA+MLT restaurou o parénquima hepéatico, se assemelhando aos

controles.

Figura 2: Fotomicrografia do tecido hepatico (HE) em aumento de 200X
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CONCLUSAO

A MLT se mostrou eficaz na reducdo dos danos oxidativos, bem como nas alteracGes
teciduais do figado, evidenciado pela reorganizacao do parénquima hepatico e diminui¢édo do
infiltrado inflamatério. A MLT parece ser eficaz no tratamento de EHNA no modelo

experimental em camundongos.
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