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RESUMO

A cirrose é uma hepatopatia cronica e progressiva que constitui um estdgio irreversivel de disfuncdo hepdtica.
Este trabalho teve como objetivo avaliar o estresse oxidativo no figado e sangue de ratos cirréticos e tratados com
antioxidante Melatonina (MEL). A cirrose foi induzida através da inalagdo de tetracloreto de carbono (CCl,)
em ratos machos Wistar. Observou-se reducdo nas provas de integridade hepdtica nos animais tratados com
MEL, aumento da lipoperoxidacdo nos ratos cirréticos, e reducdo das mesmas medidas nos animais tratados
com MEL, em figado e eritrécitos, diminuicdo da atividade das enzimas SOD e GPx nos cirréticos e aumento
da SOD nos animais tratados com MEL, aumento dos metabdlitos do 6xido nitrico e da deposicdo de coldgeno
nos figados dos cirréticos e uma diminuicdo do coldgeno nos ratos que receberam MEL. Podemos concluir que a
Melatonina pode ser considerada hepatoprotetora e sugerimos que a andlise do estresse oxidativo sistémico pode
ser um indicador de dano oxidativo.
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ABSTRACT

Cirrhosis is a progressive chronic hapatopathy which constitutes an irreversible stage of liver dysfunction.
This work was designed to evaluate the oxidative stress in the blood of cirrhotic rats treated with the antioxidant
melatonin (MEL). Cirrhosis was induced through inhalation of carbon tetrachloride (CCL,.). A significant
impairment in the Liver Integrity of MEL-treated animals as compared to cirrhotic animals was observed. In rat
erythrocytes and liver, lipoperoxidation was significantly increased in the cirrhotic rats as compared to controls
and significantly decreased in MEL-treated animals as compared to cirrhotic ones. In blood, a decrease in SOD
and GPx enyymes was detected in the cirrhotic group as compared to the control group, with increased SOD
activity when MEL was administered. As for hepatic collagen, we found a significant increase in the CCI, group
as compared to the controls and a regression of these values in the treated group. In histology, the rats in the CCI,
group showed fibrosis and formation of fibrotic nodules, characterizing liver cirrhosis; there was reduction of
nodules and fibrosis in the MEL treated group. The data allow us to suggest that the observed oxidative stress is

related to the damages caused by CCl, and that the use of MEL can minimize these damages.

Key words: Oxidative stress, liver cirrhosis, erythrocytes, carbon tetrachloride, melatonin.

INTRODUCAO

O figado tem uma funcdo importante no meta-
bolismo, incluindo a sintese e o armazenamento do
glicogénio, gliconeogénese e o metabolismo de lipi-
dios e proteinas. O figado é também responsavel pela
produc@o de bile, da sintese de protefnas do plasma,
e de detoxicacio de drogas. Certamente o figado tem
interagdes importantes com cada sistema do organis-

mo (HUFFMYER E NEMERGUT, 2007).

A cirrose hepatica é uma doenca cronica que,
em sua histéria natural, determina inimeras com-
plicacdes com elevada morbidade e mortalidade,
sendo portanto, um problema de satide mundial.
Como doenga cronica progressiva, apresenta
um estagio inicial de disfuncio hepatica, lenta e
irreversivel, e caracteriza-se pela formacio de no-
dulos hepaticos em conseqiiéncia da fibrose. Tais
alteragdes estruturais constituem-se nas principais
respostas do tecido hepético as inimeras agressoes
de natureza inflamatéria, viral, téxica, metabdlica

ou congestiva (BERTELLI e CONCI, 1997).

Os trés maiores mecanismos envolvidos na
geragio de cirrose sdo: morte celular, grande de-
posi¢io de matriz extracelular no figado (fibrose),
e reorganizagio celular. O acimulo de matriz ex-
tracelular é observada na fibrose e cirrose devido
a ativagio de fibroblastos, adquirindo a forma de
miofibroblastos. Essas células estdo ausentes em
figado normal. Elas sdo produzidas pela ativagio
de precursores celulares, como as células estreladas
hepéticas (LOTERSZTAJN et al., 2005; GUYOT
et al., 2000).

O Tetracloreto de Carbono (CCl,) é um co-
nhecido hepatotoxina muito usado na indugéo de
lesdo hepdtica toxica em animais de laboratério
(BUTLER, 1961; LEE et al., 2007; PAVANATO
et al., 2007; PEREIRA-FILHO et al., 2008). Sua
hepatotoxicidade acredita-se ser oriundo de duas
fases. A fase inicial que envolve o metabolismo do
CCl, pelo Citocromo P-450 a radical triclorometil
(-CCl,"), parte do radical triclorometil gera o ra-
dical triclorometil-peroxil (OOCCIL, ), que conduz
a peroxidacfo lipidica (BUTLER, 1961; POYER et
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al., 1980; EDWARDS et al., 1993; PAVANATO et
al., 2007). A segunda fase envolve a ativacao das
células de Kupfer, que é acompanhada pela produ-
¢o de mediadores pro-inflamatérios NAKAHIRA
et al., 2003). O modelo experimental de inducéo
de cirrose por CCl, inalatério é o modelo cléssico
que mimetiza as alteracdes encontradas em pa-
cientes cirréticos (JIMENEZ e CLARIA, 1992;
CREMONESE et al., 2001; PEREIRA-FILHO et
al., 2008).

Na cirrose, tém sido descrita alteragdes nos
mecanismos oxidantes/antioxidantes, que se en-
contram em desequilibrio e contribuem em grande
parte para a necrose hepatica (CREMONESE et
al., 2001; PEREIRA-FILHO et al., 2008; VIERA,
2008). Recentemente, o estresse oxidativo tem sido
sugerido como uma das principais causas de lesdo

tecidual em diversas doencas (CESARATTO et
al., 2004; PADHY et al., 2007).

A produgio de espécies reativas de oxigénio
(ERQO) ¢ considerado o principal mecanismo pato-
génico no dano hepatico alcodlico (HAGYMASI
etal., 2001). Diversos ERO sao formadas no hepa-
tocito, através da ativacao das células de Kupffer e
células inflamatérias (MCCLAIN et al., 1999).

A cirrose é associada a alteragdes na circulacio
sistémica. As hemdcias sdo expostas ao estresse
oxidativo durante suas funcdes aerébicas normais.
Em pessoas saudéveis, esse estresse é equilibrado
por um poderoso sistema antioxidante enzimatico e
nao enzimético, 0 que nao acontece com pacientes
cirréticos, em cujas hemécias hd um aumento do

estresse oxidativo (GEETHA et al., 2007).

Niveis de antioxidantes no plasma ou eritrdci-
tos sao parAmetros atrativos e de facil acesso para
obtencdo de informacédo sobre reparo de dano

hepatico oxidativo (ROCCHI et al., 1991; LEO

etal., 1993; LECOMTEetal., 1994; HAGYMASI
etal, 2001).

O uso de antioxidante pode auxiliar a minimizar
o estresse oxidativo, contribuindo com a interven-
¢Ao terapéutica de figados cirréticos (MURIEL
et al., 1994; PERES et al., 2000; PAVANATO
et al.,, 2003; PAVANATO et al., 2007; TIEPPO
et al.,, 2007; VIERA, 2008). Entre os varios an-
tioxidantes, a MEL (N-acetil-metoxitriptamina),
uma indolamina derivada do triptofano ¢é citada
por diversos autores como “varredor” de radicais

livres de oxigénio (REITER et al., 1997; MUNOZ-
CASTANEDA et al., 2008).

A MEL ¢ produzida pela glandula pineal, como
um hormdnio, mas atualmente foi detectada em
outros tecidos. Sabe-se que esse hormdnio, além da
sua agio contra os radicais livres, também regula
o ritmo circadiano, a atividade do sistema imune e
do sono (KUCUKAKIN et al., 2008). Apés a sua
administragio, ela passa livremente através das
membranas e distribui-se pelos compartimentos
de todo o corpo. A MEL em muitos estudos tem se
mostrado mais eficaz do que alguns antioxidantes
“classicos” (exemplo: vitamina E e C) na protecéo
contra estresse oxidativo/nitrosativo (PIERI et
al., 1994; TAN et al., 1998; GITTO et al., 2001;
BAYDAS et al., 2002; MARTINEZ-CRUZ et al.,
2002).

Com isso, realizamos a inducio de cirrose he-
patica através do modelo experimental induzida
pelo CCl, inalatério para avaliar o figado através
das enzimas séricas, coldgeno e histologia e os
eritrécitos, para procurar relacionar esses danos
do tecido hepético com a expressio de danos oxi-
dativos séricos.

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar
o efeito do tratamento com antioxidante Melato-
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nina em ratos cirrdticos através de marcadores de
estresse oxidativo no figado e no sangue.

MATERIAL E METODOS

Animais

Os procedimentos experimentais observaram
as normas estabelecidas pela “Pesquisa em Satide
e Direito dos Animais”, de acordo com a Comissao
de Pesquisa e Etica em Satde do Grupo de Pesquisa
e Pés-Graduagio do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (GOLDIN, 1997).

Foram utilizados quinze ratos Wistar machos,
pesando em média de 250g, provenientes do bio-
tério do Instituto de Ciéncias Basicas da Satde da
UFRGS (CREAL). Os animais foram mantidos na
Unidade de Experimentacio Animal do Centro de
Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
durante o experimento, em caixas plasticas de
47x34x18cm forradas com maravalha, em ciclo
de 12 horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e

temperatura de 22 = 4°C. Os ratos recebiam 16g
por animal/dia de ra¢io (Purina-Nutripal, Porto
Alegre, RS, Brasil) e a 4gua era administrada “ad

libidum”.

Grupos e tratamentos

Os animais foram divididos em trés grupos expe-
rimentais: I-Controle; II-Cirrdtico; II-Cirrdtico +
MEL. O grupo Controle + MEL nio foi realizado
porque em trabalhos anteriores, constatamos nio
haver diferenga significativa com os ratos controles.

A MEL (Sigma®) foi injetada intraperitone-
almente na dose de 20mg/Kg de peso do animal,

diluida em ImL de solucio fisiologica (NaCl 0,9%)
e etanol a 8%. Ela foi administrada diariamente a
partir da 10° semana de inalagao de CCl,, momen-
to em que histologicamente temos fibrose e dano
hepatico nesses animais, ndo sendo interrompido
a inalacio, até a 16° semana.

Inducao da cirrose

Para diminuir o tempo de desenvolvimento de
cirrose, foi administrado Fenobarbital na 4gua de
beber, para todos os ratos, como um indutor enzim4-
tico, para aumentar a metabolizagao do CCl, a seus
metabolitos ativos como o triclorometil. Iniciou-se
a administracdo uma semana antes da primeira
inalacio e perpetuou-se até o fim do experimento,
na concentracio de 0,3g/L. O grupo cirrético foi
exposto ao CCl, duas vezes por semana (segundas-
feiras e sextas-feiras) em uma cAmara de inalacio
padrio de 65x26x21cm. O CCl, era colocado em
um recipiente de vidro (umidificador), ligado a um
compressor de ar com vazio de 1L/min, durante
todo o experimento, de acordo com Jimenez e

Clarié (1992).

Nas trés primeiras sessoes, 0 tempo de exposicao
ao gés foi de meio minuto, permanecendo os ratos
no interior da cAmara por mais meio minuto, com
o compressor desligado. Nas proximas trés sessoes,
o tempo de gaseamento aumentava para um minu-
to, seguido de outro um minuto com compressor
desligado. Posteriormente, a exposi¢ao ao gés e o
subseqiiente periodo de permanéncia na cAmara
aumentavam de meio minuto a cada trés sessoes,
alcangando-se o tempo maximo de cinco minutos
de gaseamento com CCl, e cinco minutos com o
compressor desligado. Este procedimento de induzir
cirrose tem um tempo total de dezesseis semanas

(JIMENEZ e CLARIA, 1992; CREMONESE etal.,
2001; PEREIRA-FILHO et al., 2008)..
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Analises Bioquimicas

Na décima sexta semana foi feita a morte dos
animais, primeiro anestesiava-se com cloridato de
cetamina (100mg/kg) e cloridrato de xilasina (50mg/
kg) ip. Com o auxilio de um capilar heparinizado o
sangue era coletado através do plexo retro-obrital
(HALPERN e PACAUD, 1951), a qual era dividi-
da em trés fracOes: para a realizagio das provas de
integridade hepatica (PIH), para a anélise da medi-
das que reagem ao 4cido tiobarbittrico (TBARS) e
para as andlises das enzimas antioxidantes. A seguir
realizava-se a tricotomia seguida de uma laparatomia
média, e retirava-se o figado desses animais. Esse
figado foi dividido em duas partes: para a realizagao
dos blocos de parafina e posteriormente a montagem
das laminas histoldgicas e outra parte foi congelada
-80°C para as posteriores andlises.

Homogeneizado

Os figados foram cortados com tesoura e pe-
sados, adicionou-se 9mL de tampao fosfato (KCL
140mM, fosfato 20mM e pH 7,4) por grama de
tecido e homogeneizou-se em Ultra Turrax (IKA-
WERK) por quarenta segundos a temperatura de
4°C. A seguir foi centrifugado em centrifuga refrige-
rada por dez minutos a quatro mil rpm (SORVALL
RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuged).
O sobrenadante foi pipetado em “eppendorfs” e
o precipitado foi desprezado. As amostras foram
acondicionadas novamente a temperatura de -80°C
para posteriores analises.

Proteina

Foi utilizado o método de solucio de albumina bo-
vina (SIGMA) na concentracio de Img/mL, de acordo
com Lowry et al.(1951). As amostras eram medidas

espectrofotometricamente a 625nm, sendo expressos
valores em mg/mL, utilizado para calcular TBARS no
figado e valores das enzimas antioxidantes.

Lipoperoxidacao no figado

A quantidade de produtos de aldeidos gerados
pela peroxidacio lipidica é quantificada pela reagiao
do 4cido tiobarbitirico usando 3mg de proteinas por
amostra. Resultado referente a TBARS. As amos-
tras foram incubadas a 90°C por trinta minutos,
ap6s foi adicionado 500ul de 4cido tiobarbittrico
0,37% no 4cido tricloroacético 15% e centrifugado
a4°C por 2000 x g por quinze minutos. Sendo deter-
minada a absorvancia, espectrofotometricamente

a 535nm (BUEGE e AUST, 1978).

Lipoperoxidacao nos eritrdocitos

O sangue foi coletado com heparina e centri-
fugado a trés mil rpm por cinco minutos a 4°C. Foi
descartado o plasma e, os eritrécitos foram lavados
trés vezes com igual volume de solugéo salina (NaCl
0,9%), sendo descartado o sobrenadante a cada la-
vagem e reservado os glébulos. Pipetou-se 10ul dos
glébulos lavados para a dosagem da hemoglobina
através da técnica de Drabkin e Austin (1932).
Pipetou-se outros 100 uL dos globulos lavados para
a determinacé@o de produtos gerados pela peroxi-
dagdo lipidica através da técnica de TBARS, que
foi medida espectrofotometricamente a 535nm, de

acordo com Yagi (1984).

Analises das enzimas
antioxidantes

Para armazenagem da amostra para as analise
das enzimas antioxidantes, 150 uL dos glébulos
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lavados foram diluidos em 1,5mL de 4acido acético
ImM e MgSO, 4mM e posteriormente congelados
em freezer -80°C.

Para a avaliagio da atividade das enzimas an-
tioxidantes, essas misturas foram descongeladas e
centrifugadas a 1200 rpm durante trinta segundos,
e foi utilizado o sobrenadante.

A anilise das atividades das superéxido dismu-
tase (SOD) em eritrécitos é baseada na inibicio
da reacio do radical superéxido com a adrenalina,
sendo de acordo com Misra e Fridovich (1972). A
anélise da atividade da enzima Catalase (CAT) em
eritrécitos é baseada em medir a diminuicio de pe-
réxido de hidrogénio, de acordo com Aebi (1984).
E a atividade da enzima Glutationa peroxidase
(GPx) é baseada no consumo de NADPH na reagéo
de reducio da Glutationa oxidada e reduzida, de
acordo com Flohé e Guntzler (1984).

A medida do Oxido nitrico, no figado, foi realizada
através das medidas de nitritos e nitratos, consistin-
do na transformacio de nitratos e nitritos por meio
da nitrato redutase e lido posteriormente a 550nm
(GRANGER, 1999). A concentracio de colageno
foi determinada através da medida da hidroxiprolina
contida na digestio 4cida do figado, que foi lida es-
pectrofotometricamente em 560nm e os resultados

expressos em ug/mg de proteina (ROJKIND, 1974).

Para avaliar o material histolégico, uma parte do
figado foi deixado em formol 10% durante vinte e
quatro horas e ap6s foi feito bloco de parafina com
esse material, que apds, com auxilio de microme-
tro, foi cortado em fatias de 6um. A técnica de
picrossirius consiste de uma coloragio que destaca
a presenga de coldgeno na amostra.

Os resultados sdo expressos em valor da média
+ erro padrio. Foi utilizado ANOVA para anélise

de variancia e o teste de Studen-Newmann-Keuls
para comparagio entre grupos, sendo adotado o
percentual de significAncia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Analises Bioquimicas

As anélises das enzimas hepdticas transferases
(AST e ALT), marcadores de dano hepatico,
mostraram que o grupo cirrético apresentaram
niveis significativamente aumentados (p<0,05),
ja nos do grupo cirrético mais tratamento com
Melatonina houve uma diminui¢o significativa
desse mesmo parimetro em comparagio com o0s

cirréticos (p<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores das enzimas de integridade hepatica

AST e ALT.
co cey, CC,+ MEL
132,415 44 530,464,1° 381,8:66,6°
AST )
ALT 374428 304,2433,7¢ 173,0427 4

(L)

a—p<0,001 vs CO; b-p<0,01 vs CCl,; c - p<0,001 vs CCl,

CO - grupo controle; CCl, — grupo cirrético; CCL+MEL — grupo cirrético
tratado com Melatonina

AST — aspartato aminotransferase; ALT — Alanina aminotrasnferase.

Lipoperoxidacao

Os resultados obtidos através do método
de TBARS, no sangue e figado, mostram que
ocorreu aumento da lipoperoxidagdo no grupo
cirrético, quando comparado com o controle
(>180%), ja no grupo tratado com MEL esses
valores retornam para proximo dos valores do
controle, tanto no tecido hepatico como nos
eritrécitos (Figura 1 e 2).

Revista de Iniciagéo Cientifica da ULBRA - 2008



TBARS

1,400 4

1,200 -

1,000

&= i
@ @
(=] (=]
S &

TBARS - figado
nmol/mg prot

0,400 -

0,200 -

0,000 ~

co CCL4 CCL4+MEL

Figura 1 - Efeito do tetracloreto de carbono inalatério e
da administracéo de Melatonina na lipopero-
xida ¢éo, analisada pelo método de TBARS
nos figados.

Média = erro padrio (n=5).

a-p<0,01 vs CO; b - p<0,05 vs CCl,.

CO-grupo controle; CCl, —grupo cirrético; CCl,+MEL - grupo
cirrético tratado com Melatonina.
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Figura 2 - Efeito do tetracloreto de carbono inalatério e
da administracdo de Melatonina na lipopero-
xidacéo, analisada pelo método de TBARS
nos eritrocitos.

Meédia =+ erro padrio (n=5).

a-p<0,001 vs CO; b - p<0,001 vs CC14; c-p<0,01 vs CO;
CO-grupo controle; CCl, —grupo cirrético; CCl+MEL—grupo
cirrético tratado com Melatonina

Enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes Supe-
réxido Dismutase (SOD) e Glutationa Peroxidase
(GPx), nos eritrdcitos, do grupo cirrdtico estdo
diminuidos em comparacéo aos do grupo controle.
No grupo que recebeu MEL, a atividade da GPx nio
houve diferenga com o grupo CCl,, j4 na atividade
da SOD houve aumento significativo nos ratos que
receberam MEL em comparac@o aos cirréticos. Na
avaliagdo da atividade da Catalase (CAT), nao
mostrou diferenca significativa em nenhum dos
grupos (Tabela 2).

Tabela 2 - Avaliagao da atividade das enzimas SOD,

GPx e CAT.
co cc, CCL, + MEL
SOD i 31,15+2,88 12,65£2,33  22,11%1,58
OPX e 1,46:0,34 0,72+0,03 0,67+0,03
CAT 0011£0,002  0,008£0,001  0,007+0,001

(proteshis o pror)

a—p<0,01vs CC14; b - p<0,05 vs CO; ¢ — p<0,05 vs CC14;

Média = erro padrio (n=5).

CO - grupo controle; CCl, — grupo cirrético; CCL+MEL — grupo cirrético
tratado com Melatonina

Oxido nitrico

Na medida do éxido nitrico (NO) no figado,
observamos uma diminuicéo significativa dos meta-
bélitos no NO nos ratos cirréticos em comparagio

aos controles , e a MEL néo foi capaz de reverter
essa situagio (Tabela 3).

Tabela 3 - Avaliacdo do NO no tecido através da
medida dos metabdlitos Nitritos e Nitratos

totais.
(6] CCy, CCu,+ MEL
NITRTOS ) 6,14+0,94 2,60+0,23" 3,29+0,52*
NITRATOS TOTAIS 0,274+0,012 0,130+0,010° 0,100+0,009°

(UnouL)

a-p<0,01 vs CO; b - p<0,001 vs CO;

Média = erro padrio (n=5).

CO - grupo controle; CCl, — grupo cirrético; CClL+MEL — grupo cirrético
tratado com Melatonina
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Colageno

Na medida da concentragio de coldgeno, ob-
servamos um aumento significativo nos animais
do grupo cirrético em comparacio aos do grupo
controle, ja nos do grupo tratado com MEL, ob-
servamos uma diminui¢do desses valores quando
comparado aos cirréticos (Figura 3).

Colageno

120 a

100 { I

80
o
S 60 b,_c
=S

40

20 1 {

0 T
co CCH CCl4+MEL

Figura 3 - Efeito do CCl, inalatério e da administracao
de Melatonina na concentragéo de colageno
no figado.

Meédia = erro padrdo (n=5).

a-p<0,001 vs CO; b - p<0,001 vs CCIA; c - p<0,05 vs CO;
CO-grupo controle; CCl, —grupo cirrético; CCl, +MEL —grupo
cirrético tratado com Melatonina

Histologia

A histologia dos animais CCl, na décima
semana apresentou presencga de fibrose nodular
(Figura 4B), quando comparado com controle
( Figura 4A). Na décima sexta semana, os ratos
desse mesmo grupo apresentavam cirrose severa,
com grande concentragio de fibrose nodular
e colageno (Figura 4C), ja nos animais tratado
com Melatonina mostraram uma regressao nesse
quadro, com moderada fibrose (Figura 4D).

Figura 4 - Fotomicrografia de figado de ratos. A. figado
de rato controle; B. figado de rato cirrético
na décima semana de inalagao; C. figado
de rato cirrético na décima sexta semana de
inalacao; D. figado de rato cirrético tratado
com MEL. Coloracao de picrossirius (40x).

DISCUSSAO

A indugio de cirrose hepdtica através da inala-
¢ao de tetracloreto de carbono é um efetivo modelo
experimental para se avaliar as lesdes oxidativas
causadas pela formagio de radicais livres (CRE-

MONESE, 2001; PEREIRA-FILHO, 2008).

Tem-se reconhecido que os radicais livres triclo-
rometil (CCL,") e triclorometilperoxil (OOCCI;"),
formados apds a metabolizagao do CCl, pelo citocromo
p-450, desestruturam os hepatécito (BOVERIS, 1983),
provocam alteracdes morfoldgicas envolvendo o reti-
culo endoplasmético, complexo de golgi, a membrana
plasmética e a mitocondria destas células (CAMERON,
1936). Estas alteragdes lesam a célula, provocando
sua morte/regeneracio e conseqiientemente fibrose
tecidual, que organizada em nddulos, caracterizard a

cirrose hepatica (RECKNAGEL, 1989).
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As provas de integridade hepatica (PIH) mostra-
ram lesdo tecidual nos ratos do grupo cirrético, com
o aumento de pelo menos 400 vezes, e apresentaram
niveis diminuidos de lesdo nos animais do grupo tra-
tado com o antioxidante Melatonina, assim como foi
observado em outros trabalhos com a administracio
de diferentes antioxidantes, como a N-acetilcisteina
(PEREIRA-FILHO, 2008), e a quercetina (PAVA-
NATO, 2007; VIERA, 2008), evidenciando a pro-

tecAo ao dano hepdtico nesses animais.

A lipoperoxidagio é um marcador de dano na
membrana celular, e a medida de malondialdeido,
que ¢ um produto desse dano, é realizada através
da técnica de TBARS. Nesse trabalho avaliamos a
lipoperoxidacio no tecido hepético e, também, nos
eritrécitos. Obtivemos como resultado, um aumen-
to importante e significativo desse marcador em
ambas as amostras dos animais do grupo cirrético
em comparacio aos controles e um decréscimo nos
animais que receberam a MEL comparando-os com
0s CCl,. Esses dados mostram que hé o dano oxida-
tivo sobre os lipidios das membranas dessas células,
e que a Melatonina diminui esse dano (GEETHA,
2007; PEREIRA-FILHO, 2008; PAVANATO,
2007; WU, 2007; VIERA, 2008).

As enzimas antioxidantes endégenas sio os
principais responsaveis pela defesa do organismo
frente a esses agentes oxidativos, sendo constituidos
principalmente pelas enzimas Catalase (CAT), Su-
perdxido dismutase (SOD) e Glutationa peroxidase
(GPx). No presente trabalho, néo foi encontrado
diferenga significativa de CAT, nos eritrdcitos, entre
os grupos, podendo ser justificada pela diminuigao
da SOD e consequentemente da GPx no grupo
cirrdtico, nao alterando a atividade da CAT. Visto
que o radical livre é primeiramente reduzido pela
SOD, que formara o H,O, que por sua vez sera
reduzido pela GPx ou pela CAT. Na avaliacio

da GPx, houve uma reducio significativa da sua
atividade em animais cirrético em comparagio
aos cirréticos. Na avaliacio da atividade da SOD,
podemos observar que houve uma diminuigio de
40 % em comparacio ao controle, ja nos animais
tratados com MEL, houve uma melhora nesses
resultados, aumentando 57% em comparagio aos
cirréticos, podendo ser decorrente da agio indireta
da MEL, a qual estimula a sintese de SOD.

As redugoes das enzimas antioxidantes enddge-
nas nos animais cirréticos, juntamente com os re-
sultados de lipoperoxidagio, classifica esses animais
em um quadro de estresse oxidativo (OSMAN,
2007), j4 nos animais tratados com o antioxidante
Melatonina reduziram a lipoperoxidacio e aumen-
taram a atividade da enzima SOD, demonstrando
uma melhora significativa do estresse oxidativo
nesses animais e posteriormente tratados com
MEL, possivelmente por sua agdo varredora de
radicais livres.

O ¢6xido nitrico é um importante vasodilatador
no sistema vascular. Na avaliacdo do 6xido nitrico,
através da medida dos metabdlitos nitritos e nitratos
totais, podemos observar que os ratos cirrdticos
apresentaram uma diminuigio significativa em
comparagio aos do controle, mostrando um dese-
quilibrio no sistema vasodilatador/vasoconstritor
intra-hepatico (VIERA, 2008). Porém a Mela-
tonina na dose que foi utilizada néo foi capaz de
restaurar esses niveis.

O coldgeno ¢ sintetizado através da ativagio
das células estreladas hepéticas, em uma medida
fisiologica de regeneracgio tecidual. Na quantifi-
cagio de coldgeno nos figados dos animais cirré-
ticos, constatamos um aumento de 381 vezes em
comparacio ao controle, e uma redugio, de 198
vezes, dos tratados comparando-os com animais
cirréticos, assim como Pereira-Filho et al. observa-
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ram com o tratamento com outro antioxidante, a

N-acetilcistefna (2008).

A analise histolégica mostrou através da técnica
de coloragéo de picrossirius a presenca de colageno
e formagdo de micro e macro nédulos fibréticos,
caracterizando cirrose hepética e diminui¢ao desses
danos nos figados dos animais tratados com a MEL,
como observado em trabalhos com uso da NAC
e quercetina em animais cirréticos (PEREIRA-

FILHO, 2008; PAVANATO, 2007; TIEPPO, 2007;
VIERA, 2008).

Esses dados nos fazem sugerir que a Melatonina
diminui o estresse oxidativo, por sua a¢io de “sca-
venger” de radicais livres e protecio antioxidante
de biomoléculas. A Melatonina reduz significati-
vamente os niveis de lipoperoxida¢io no figado e
eritrocitos, diminui significativamente o coldgeno
no figado e aumenta a atividade da enzima antio-
xidante SOD nos eritrdcitos.

Os resultados encontrados no presente trabalho
em sangue e tecido hepatico sdo semelhantes aos
encontrados por nosso grupo em outras avaliagoes
no tecido hepatico, utilizando outros modelos de
cirrose e avaliando outros antioxidantes, como a
N-acetilcisteina (NAC), e a quercetina (PEREIRA-
FILHO, 2008; PAVANATO, 2007; VIERA, 2008),
sugerindo desta forma a eficicia nas dosagens reali-
zadas através de eritrcitos de ratos, para avaliagio
de estresse oxidativo sistémico.

CONCLUSAO

A administragio de Melatonina reduziu o dano
hepético, a lipoperoxidagio e elevou a atividade
da enzima antioxidante SOD, demonstrando-se
protecdo hepdtica frente a esse agente agressor.

A dosagem do estresse oxidativo em sangue
periférico parece ser eficaz para a anélise de cirrose
hepatica, reproduzindo os danos oxidativos vistos
no tecido hepético.
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