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RESUMO

As doencas hepaticas sdo um importante problema de saude publica, sendo
responsaveis por um numero significativo de internacdes hospitalares e uma
crescente taxa de mortalidade. A melatonina (MLT), poderosa molécula
antioxidante, tem se mostrado benéfica em varias condi¢des, incluindo doencas
hepaticas. Objetivo: Avaliar o efeito da MLT na cirrose hepética induzida por
tetracloreto de carbono (CCls) em ratos. Métodos: Foram utilizados 20 ratos
Wistar machos (230-250 g) divididos em 4 grupos: I: Controle (CO); Il
CO+MLT; lll: CCls; e IV: CCla+MLT. Foram administradas 27 doses i.p. de
CCla: 10 doses com intervalo de 5 dias cada, 10 doses com intervalo de 4 dias,
e 7 doses com intervalo de 3 dias. MLT foi administrada via i.p (20 mg/kg) a
partir da 102 semana, diariamente até o final do experimento (162 semana).
Resultados: No grupo CCls+MLT, o uso da MLT diminuiu no figado os niveis
de F2-isoprostanos comparado ao grupo CCla. A analise histologica do figado
com coloracdo HE mostrou que os animais do grupo CCls tiveram alteracdes
histologicas, como presenca de infiltrado inflamatorio. No grupo CCls+MLT, a

presenca de infiltrado inflamatério foi menor comparado ao grupo CCls. Os



animais do grupo CCls, também aumentaram significativamente a expresséo do
NF-kB/p65 e da iINOS comparado aos grupos controle. O uso de MLT diminui
significativamente a expressdo destas proteinas do grupo CCls+MLT,
comparado ao grupo CCls. CCls aumentou significativamente a expressao de
TGF-1 e a-SMA. Em contraste, o grupo que recebeu MLT, reduziu
significativamente a expressdo destas proteinas comparando ao grupo CCla,
sugerindo, um efeito inibitério na ativacdo de células estreladas hepéticas e na
deposicdo de MEC pela MLT. No grupo CCls+MLT, a coloragdo por
picrossirius, mostrou reducdo significativa da fibrose, com septos e ndédulos
fibréticos incompletos. A fibrose hepatica muda a arquitetura vascular, criando
um ambiente hipoxico. ConclusBes: Nossos resultados sugerem que a MLT
possui potente efeito antifibrogénico, modulando parametros de estresse

oxidativo, angiogénese e inflamacéao.
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INTRODUGAO

As doencgas hepéticas constituem um dos maiores problemas de saude em
todo o mundo, comprometendo ndo s6é o bem-estar social do individuo como
também a economia do pais. Neste contexto, a cirrose hepatica representa a
manifestagdo patoldogica mais comum e figura entre as maiores causas de
morte (BONA, 2014). Em virtude do grande problema mundial que a cirrose
representa, muitas pesquisas acerca desta doenca sao realizadas em todo
mundo, objetivando testar substancias e técnicas que possam converter-se em
tratamento ou, ao menos, aumentar a sobrevida de pacientes cirrGticos até o

momento do transplante, evitando a progressao da doenca.



O figado, por ser o principal orgdo responsavel pelo metabolismo de
medicamentos e produtos quimicos €, portanto, também o principal 6rgao-alvo
para a maioria destes compostos toxicos (LEE et. al., 2013; RASHID et. al.,
2013).

O modelo experimental de cirrose hepatica pela administracdo de tetracloreto
de carbono (CCls), € amplamente utilizado para o estudo do desenvolvimento
deste processo patolégico e para pesquisas alternativas do seu tratamento.
Nesse modelo, a fibrose hepatica e os nddulos regenerativos sdo proeminentes
e o0 padrao histoldégico é semelhante ao da cirrose em humanos (PEREZ, 1983;
DA ROSA et. al.,, 2010). No figado, o mecanismo de acdo do CCls da-se
através da producéo de radicais livres que exercem efeitos tdxicos sobre as
células hepéaticas, promovendo o processo inflamatério, a esteatose, a fibrose,
a cirrose e finalmente, a morte celular (necrose centrolobular), além de causar
alteracdes no mecanismo de defesa antioxidante e consequente alteracdo na
homeostase redox celular ( RASHID et. al., 2013; BASU, 2003).

O aumento das EROs / ERNs e a teoria da ativa participacdo do estresse
oxidativo na progressao da doenca hepatica crénica fortalecem as evidéncias
da importancia do equilibrio redox celular, que pode ser alcancado através de
uma eficiente barreira antioxidante celular (SHANCHES-VALE et. al.,2012;). O
uso de antioxidantes tem sido proposto como agentes terapéuticos, bem como
de medicamentos coadjuvantes, para compensar os danos ao figado
(PEREIRA-FILHO et. al., 2008; DA ROSA et. al., 2010; , VITAGLIONE et. al.,
2004; MOREIRA et. al.,2004).

A n-acetil-5-metoxitriptamina que € o nome cientifico da melatonina (MLT), é
um neurohormonio de natureza inddlica, derivada do triptofano. Foi
considerada, por muito tempo, uma substancia produzida apenas pela glandula
pineal como horménio, porém recentemente foi detectada em muitos outros
tecidos (FEVRE-MONTANGE, 1985; BRZOZOWSKI, 2014).

A MLT € o primeiro composto biologicamente ativo sintetizado pela glandula

pineal. Sua producado ocorre ao longo de certos periodos do dia, inibida pela luz



e estimulada na fase escura, é descrita como de secrecéo ritmica, exercendo
efeitos cronobioldgicos e atuando como reldgio bioldégico mestre em mamiferos
(PALOMO, 2013).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 ratos machos Wistar, com peso médio de 250 gramas,
provenientes do Biotério da Unidade de experimentacdo animal do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.Os animais Foram mantidos no biotério durante o
experimento, em caixas plasticas de 47x34x18cm forradas com maravalha, em

ciclo de 12 horas claro/escuro e temperatura entre 20 e 25°C.

Os animais tiveram alimentacdo controlada, 16g de racdo ao dia para cada
animal. A restricdo alimentar associada a toxicidade do CCL4 é descrita como
um fator importante para o estabelecimento da cirrose hepatica em modelos
experimentais (CREMONESE et al., 2001). A &gua, foi acrescida de
fenobarbital (0,3 g/L) e fornecida em mamadeira de vidro com bico de inox e

rolha de borracha, sendo essa ad libitum.

Foi utilizado um modelo experimental de cirrose, o qual se da através da

administracao de tetracloreto de carbono via intraperitoneal (i.p.).
Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, com n=5:
Grupo Controle - 0,5 ml de 6leo mineral (i.p.);

Grupo Controle + melatonina - 0,5 ml de oleo mineral (i.p.) + e melatonina

(20mg/kg/dia, i.p.) a partir da 102 semana do experimento;

Grupo CCls; estes animais receberam 0,5 ml de CCls dissolvido em o6leo

mineral na proporcéo de 1:6 (i.p.);

Grupo CCls + melatonina: 0,5 ml de CCls dissolvido em o6leo mineral na
proporcao de 1:6, (i.p.) e melatonina (20mg/kg/dia, i.p.) a partir da 102 semana

do experimento.



O grupo cirrotico (CCls) e o grupo cirrotico + melatonina receberam vinte e sete
doses de inje¢bes de CCls + Oleo mineral, sendo as dez primeiras doses de
cinco em cinco dias, as dez doses seguintes de quatro em quatro dias e as
sete Ultimas doses de trés em trés dias (PAVANATO, 2003).

10 primeiras doses de CCl4 de 5 em 5 dias (50 dias)
10 segundas doses de CCl4 de 4 em 4 dias (40 dias)
7 terceiras doses de CCl4 de 3 em 3 dias (21 dias)

Apéds os animais foram mortos por exsanguinacao sob anestesia profunda, e o

figado foi coletado para posteriores analises.

1) Analise Histologica, através das coloracbes de hematoxilina e eosina e
picrossirius;

2) Avaliar o estresse oxidativo através da medida da LPO, realizada
através da medida da concentracdo de F2-isoprostanos (Kit de ELISA) e
das substancias que reagem ao &cido tiobarbiturico (TBARS), e da
atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD).

3) Expressao de proteinas através da técnica de Wenstern blot. Foram
avaliadas proteinas relacionadas com o processo inflamatério porcéo
p65 do fator nuclear-kappaB (NF-kB) e através da expressdo da oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS); e proteinas relacionadas ao processo
fibrogénico fator transformador de crescimento B (TGF-B1) e da alfa

actina de musculo liso (a-SMA).

A andlise estatistica foi ANOVA seguida do teste Student-Newman-Keuls,

sendo considerado significativo quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise Histologica



Na analise histologica através da coloracdo por Hematoxilina e Eosina, nos
animais controles observamos uma arquitetura hepatica normal, onde podemos
identificar os cordbes de hepatdcitos bem definidos. No grupo que recebeu o
CCls, observamos uma desestruturacdo na arquitetura hepatica normal, com
presenca de necrose e infiltrado inflamatoério, evidenciado assim o dano
causado pela administracdo da droga. No grupo que recebeu o tratamento com
a Melatonina, podemos observar uma reestruturacdo do parénquima hepético,
com uma diminuicdo da necrose, bem como no infiltrado inflamatorio,

sugerindo assim uma protecdo da melatonina no figado destes animais.

Hematoxilina e Eosina. Aumento de 20x

Na coloracdo por picrossirius, no grupo controle e melatonina, podemos
observar uma arquitetura hepatica normal. No grupo que recebeu o CCla,
podemos observar um aumento na deposicdo de colageno, bem como a
presenca de nodulos bem definidos, evidenciando o dano tecidual causado
pela droga administrada. No grupo CCls que recebeu o tratamento com a

melatonina, podemos observar uma diminuicdo dos nédulos antes presentes,



bem como uma diminuicdo na deposicdo de colageno, sugerindo um possivel

reparo ocasionado pela melatonina administrada.

Coloracao por picrossirius. Aumento de 10x.




Lipoperoxidacao

No gréfico abaixo, foi realizada a técnica de substancias que reagem ao Acido
tiobarbituico (TBARS) para a verificacdo da lipoperoxidacdo no tecido hepatico.
Podemos observar que no grupo CCls a um aumento significativo quando
comparado aos demais grupos. Ja no grupo CCls+MLT, observa-se uma

diminuicao significativa em comparacéo ao grupo CCla.
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Avaliamos a atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase no tecido

hepético. No grupo CCls podemos observar uma diminuicdo significativa



gquando comparada aos demais grupos. Ja no grupo CCIls+MLT observamos

uma diminuicao significativa quando comparada ao grupo CCla.

Percentual de fibrose - picrossirius
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As imagens histolégicas coradas com picrossirius, foram submetidas a
contagem de pixels para avaliar a porcentagem de fibrose. No grupo CCls
houve um percentual de 10,29%, sendo significativamente maior quando
comparado aos demais grupos. No grupo CCls+MLT houve um percentual de
8,32%, sendo significativamente menor quando comparado ao grupo CCla,
demonstrando uma melhora no quadro de fibrose quando é administrada a

melatonina.



F2-isoprostanos
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Utilizou-se a avaliagdo de F2-isoprostanos para avaliar a lipoperoxidacdo no
tecido hepatico, complementando a técnica de TBARS. No gréafico acima,

podemos observar que houve um aumento de isoprostanos no grupo que

recebeu apenas o CCls quando comparados aos demais grupos, demostrando
o efeito toxico da droga administrada.

Expressao e quantificacédo p65 e iNOS
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Na expressado e quantificacdo da iINOS e do fator de transcricdo p65, podemos

observar um aumento de ambos no grupo CCls, quando comparado aos



demais grupos. No grupo CCls+MLT observamos uma diminui¢cdo da iNOS e do

fator de transcricéo p65 significativa quando comparados ao grupo CCla.

Expresséo e quantificacdo do TGF-B e a-SMA
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Na expressdo e quantificacdo do TGf-B e a-SMA podemos observar um
aumento significativo no grupo CCls quando comparado aos demais grupos. Na
expressdo e quantificacdo da a-SMA podemos observar uma diminuicdo

significativa no grupo CCls+MLT quando comparado ao grupo CCla.

CONCLUSAO

Nosso resultados sugerem que ao administrar a melatonina ela foi capaz de
modular os parametros de estresse oxidativo e inflamacao, evidenciando assim
um potente efeito antifibrogénico e sugerindo uma possivel utilizacdo na

profilaxia de pacientes com cirrose hepatica.



AGRADECIMENTOS
Apoio Financeiro: FINANCIAL SUPPORT: CNPq, FIPE-HCPA, CAPES, FAPERGS.
CEP/HCPA: 10-0316

REFERENCIAS

BONA S, MOREIRA A J, RODRIGUES G, DA SILVEIRA TR, CERSKI CT,
MARRONI Claudio Augusto , MARRONI Norma Possa. Diethylnitrosamine-
induced cirrhosis in Wistar rats: an experimental feasibility study.
Protoplasma. 2014 Nov 5. [Epub ahead of print].

BRZOZOWSKI T, JAWOREK J. Editorial: basic and clinical aspects of
melatonin in the gastrointestinal tract. New advancements and future
perspectives. Curr Pharm Des. 2014;20(30):4785-7.

DA ROSA D. P, BONA S, SIMONETTO D, ZETTIER Z, MARRONI C.A.,
MARRONI N.P., Melatonin protects the liver and erythrocytes against
oxidative stress in cirrhotic rats Arquivos de Gastroenterologia. 2010;47.

FEVRE-MONTANGE M. [Melatonin]. Presse Med. 1985;14(31):1659-63.

LEE IC, KIM SH, BAEK HS, MOON C, KIM YB, YUN WK, et al. Protective
effects of diallyl disulfide on carbon tetrachloride-induced hepatotoxicity
through activation of Nrf2. Environ Toxicol. 2013.

MOREIRA AJ, FRAGA C, ALONSO M, COLLADO PS, ZETLLER C, MARRONI
C, et al. Quercetin prevents oxidative stress and NF-kappaB activation in
gastric mucosa of portal hypertensive rats. Biochemical pharmacology.
2004;68(10):1939-46.

PALOMO AG. Analisis in vitro del efecto oncostéatico de la melatonina en
hepatocitos tumorales de la linea HepG2 Espanha: Universidad de Leon;
2013.

PAVANATO, A, et al., Effects of quercetin on liver damage in rats with
carbon tetrachloride-induced cirrhosis. Dig Dis Sci, 2003. 48(4): p. 824-9.

PEREIRA-FILHO G, FERREIRA C, SCHWENGBER A, MARRONI C, ZETTLER
C, MARRONI N. Role of N-acetylcysteine on fibrosis and oxidative stress
in cirrhotic rats. Arquivos de gastroenterologia. 2008;45(2):156-62.

PEREZ T. R. Is cirrhosis of the liver experimentally produced by CCl4 and
adequate model of human cirrhosis? Hepatology (Baltimore, Md.
1983;3(1):112-20.



RASHID K, SINHA K, SIL PC. An update on oxidative stress-mediated
organ pathophysiology. Food Chem Toxicol. 2013;62:584-600.

SANCHEZ-VALLE V, CHAVEZ-TAPIA NC, URIBE M, MENDEZ-SANCHEZ N.
Role of oxidative stress and molecular changes in liver fibrosis: a review.
Curr Med Chem. 2012;19(28):4850-60.

VITAGLIONE P, MORISCO F, CAPORASO N, FOGLIANO V. Dietary
antioxidant compounds and liver health. Critical reviews in food science and
nutrition. 2004;44(7-8):575-86.



