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RESUMO

A cirrose € uma doenca crbnica e progressiva, sendo responsavel por elevado
indice de mortalidade no mundo. De quadro patolégico complexo, em estagio
avancado, varios 6rgaos sao danificados e o quadro se torna irreversivel, motivo
pelo qual diversos estudos buscam novas opc¢Oes terapéuticas para essa
doenca. Por a melatonina ser citada na literatura como um potente agente
antioxidante capaz de regular véarios processos fisiolégicos em mamiferos,
objetivamos avaliar o efeito desse hormdnio no figado, rins e bago de animais
induzidos a cirrose hepética. Para isso, foram utilizados 25 ratos albinos, com 60
dias de idade, os quais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos: Grupo | -
ratos controle; Grupo Il — ratos induzidos a cirrose hepatica com tioacetamida
durante 8 semanas; Grupo |lllI- ratos induzidos a cirrose hepéatica com
tioacetamida e tratados com melatonina, simultaneamente, durante 8 semanas;
Grupo IV- ratos induzidos a cirrose hepética com tioacetamida durante 8
semanas e depois tratados com melatonina por mais oito semanas; Grupo V -
ratos induzidos a cirrose hepatica com tioacetamida durante 8 semanas e
mantidos por oito semanas sem melatonina. A cirrose foi induzida com trés
aplicagbes semanais de tioacetamida na dosagem de 200 mg/Kg, por via
intraperitoneal. A melatonina foi administrada diariamente na dosagem de 20
mg/Kg por 8 semanas, pela mesma via de administragdo. Foram realizadas
analises histopatolégicas, histoquimicas, imunohistoquimicas, mensuracdo do
colageno, niveis de 6xido nitrico, analises bioquimicas de funcéo hepatica e
renal, morfometria renal, hemograma e analise de estresse oxidativo tecidual.

Os resultados mostraram que a melatonina atou como reparador e protetor



contra a cirose mantendo as caracteristicas morfolégicas do figado, bem como
evitou a fibrose. Além disso, manteve os niveis de glicose e das enzimas AST,
ALT, gama-glutamil transferase, fosfatase alcalina, albumina, globulina e
proteina total. Preveniu o aumento de lipidio no figado, aumentou GSH, reduziu
a peroxidacao lipidica e os niveis de citocinas pro inflamatérias e indice
apoptotico. Quanto aos rins e bacos, a melatonina também preveniu e melhorou
os efeitos da cirrose nestes 0Orgaos, mantendo a estrutura e funcdo dos
glomérulos renais, bem como o perfil hematolégico. Também aumentou GSH,
reduziu a peroxidacdao lipidica e os niveis de citocinas pro inflamatérias. Assim,
conclui-se que a melatonina atua ndo apenas de forma protetora contra a cirrose,
mas também reduzindo os danos causados por essa patologia no tecido

hepatico, renal e esplénico.

Palavras-chave: Cirrose Hepética, Melatonina, Rim, Baco, Ratos albinos.



ABSTRACT

Cirrhosisis a chronic and progressive disease, being responsable for a high
mortality rate in the world. Of complex pathological condition, at na advanced
stage, several organs are damaged and the Picture becomes irreversible, reason
why diverse studies search new therapeutic options for this disease. For
meatonin to be mentioned in theliterature as a potent antioxidant agent capable
of regulating several physiological processes in mammals, we aimed to evaluate
the effect of this hormone in the liver, kidney and spleen of animals induced liver
cirrhosis. For this, 25 albino rats, 60 days old, were randomly divided into 5
groups: Group | — control rats; Group Il — rats induced the hepatic cirrhosis with
thioacetamide for 8 weeks; Group lll: - rats induced hepatic cirrhosis with
thioacetamide and treated with melatonin simultaneously for 8 weeks; Group IV
- rats induced hepatic cirrhosis with thioacetamide for 8 weeks and then treated
with melatonin for another eight weeks; Group V - rats induced hepatic cirrhosis
with thioacetamide for 8 weeks and maintained for eight weeks without melatonin.
Cirrhosis was induced with three weekly applications of thioacetamide at the
dosage of 200 mg / kg intraperitoneally. Melatonin was administered daily at a
dosage of 20 mg / kg for 8 weeks, by the same route of administration.
Histopathological, histochemical, immunohistochemical, collagen
measurements, nitric oxide levels, biochemical analyzes of liver and renal
function, renal morphometry, hemogram and analysis of tissue oxidative stress
were performed. The results showed that melatonin bound as a repairer and
protector against cirrhosis maintaining the morphological characteristics of the
liver, as well as avoiding fibrosis. In addition, it maintained the levels of glucose
and enzymes AST, ALT, gamma-glutamyl transferase, alkaline phosphatase,
albumin, globulin and total protein. It prevented the increase of lipid in the liver,
increased GSH, reduced lipid peroxidation and levels of proinflammatory
cytokines and apoptotic index. As for the kidneys and spleens, melatonin also
prevented and improved the effects of cirrhosis on these organs, maintaining the
structure and function of the renal glomeruli, as well as the hematological profile.
It also increased GSH, reduced lipid peroxidation and proinflammatory cytokine

levels. Thus, it is concluded that melatonin acts not only in a protective way



against cirrhosis but also reduces the damage caused by this pathology in the

hepatic, renal and splenic tissues.

Key words: Hepatic Cirrhosis, Melatonin, Kidney, Spleen, Albino Rats.
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Observar em A, C e D fraca marcacao, em B e E forte marcacdo. Notar
aumento significativa dos pixels nos grupos Gll e GV em relagao aos
outros. Meédias seguidas pela mesma letra néo diferem
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tratamento com melatonina por 8 semanas e G V - induzidos a cirrose
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aumento significativa dos pixels nos grupos Gll e GV. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (P<0,05).......cceveeiiiieiiiiiiieiiienannninns

Figura 9: Imunohistoquimica e quantificacdo do TNF-a nos rins dos
animais dos grupos experimentais. A e Gl — controle; B e GlI- induzidos
a cirrose por 8 semanas; C e GllIl — induzidos a cirrose + tramatento
com melatonina, simultaneamente por 8 semanas; D e GIV — induzidos
a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas; E e GV-
induzidos a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas
e; F — Quantificagcdo em pixels da expressao do fator TNF-a. Notar
aumento significativa dos pixels nos grupos Gll e GV. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05)........ccccuviriiiiiiieeiieeeeeeeeeeee,

Figura 10: Imunohistoquimica e quantificagdo do TNF-a no bag¢o dos
animais dos grupos experimentais. A e Gl — controle; B e GlI- induzidos

a cirrose por 8 semanas; C e Glll — induzidos a cirrose + tramatento
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com melatonina, simultaneamente por 8 semanas; D e GIV — induzidos
a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas; E e GV-
induzidos a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas
e; F — Quantificacdo em pixels da expressao do fator TNF-a. Notar
aumento significativa dos pixels nos grupos Gll e GV. Médias seguidas
pela mesma letra nédo diferem significativamente entre si pelo teste de

Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (P<0,05).......ccccuuiiiimiirniiniineeeeeeeeeeee.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AST — Aspartato aminotransferase
ALB - Albumina

ALT — Aspartato aminotransferase
CAT — Catalase

CCL4 — Tetracloreto de carbono

CH — Cirrose hepética

CHEs - Células hepaticas estreladas
CTH — Contagem total de Heméacias’
CTL — Contagem total de Leucdcitos
CYP2EL1 - Citocromo P450 2E1

DMN — Dimetilnitrosamina

DNA — Acido desoxirribonucleico
EREN — Espécies reativas de nitrogénio
EROs — Espécies reativas de oxigénio
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GGT — Gama glutamil transferase
GLOB - Globulinas

GPx — Glutationa peroxidase
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HP — Hipertenséao portal
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IL- 6 - Interleucina 6

IL- 10 — Interleucina 10

MEC — Matriz extracelular
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NK — Natural killer
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TFG — Taxa de filtracéo glomerular

TGF-B — Fator de transformacgéo do crescimento beta
TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

VEGF — Fator de crescimento endotelial vascular



CAPITULO |

1. INTRODUCAO

As doencas hepaticas constituem um dos maiores problemas de saude no
mundo (ELSHARKAWY; OAKLEY; MANN, 2005; SCHUPAN; AFDAHAL, 2008).
Dentre as diversas doencas hepdéticas crbnicas, a cirrose esta entre as dez
causas de morte mais comuns no mundo, no Brasil, ela & responsavel por
elevados indices de morbimortalidade, internacdes hospitalares repetitivas e
absenteismo no trabalho, gerando elevados custos para a satude e economia do
pais (VARGAS; FRANCA, 2007).

Trata-se de uma doenca crdnica e progressiva, caracterizando-se por
modificacdes das unidades histologicas basicas do figado com a formacéo de
nédulos de regeneracao, desarranjo e morte dos hepatécitos, associado ao
aumento difuso de tecido conjuntivo, o que leva a reducéo progressiva da funcao
hepatica (RHODEN, et al, 1997; STALKER; HAYES, 2007; FRIEDMAM, 2008).
Estas alteracdes estruturais constituem as principais respostas do tecido
hepéatico as inumeras agressbes de natureza inflamatéria, toxica, viral,
metabdlica ou congestiva (HEIDELBAUGH; SHERBONDY, 2006; TSUKADA;
PARSONS; RIPPE, 2006).

Com a progressdo da doenca, a deterioracdo das funcdes hepaticas se
agrava, podendo chegar a um estagio irreversivel, gerando danos ao organismo
e colocando em risco a vida do individuo (VARGAS; FRANCA, 2007). Suas
consequéncias consistem em sequelas em mdltiplos 6rgdos e sistemas do
organismo como rins, pulmdes, baco, sistema cardiovascular e neuroldgico.
Assim, complicagbes como cardiomiopatia cirrotica, sindrome hepatorenal,
varizes esofagicas, sindrome hepatopulmonar, encefalopatia, ascite,
metabolismo de drogas alterado e hepatocarcinomas, sdo comuns na cirrose
(SHERLOCK; DOOLEY, 2004; SCHUPAN; AFDAHAL, 2008).

Segundo lida et al (2005) e Schupan e Afdal (2008), a evolucao do paciente
cirrotico é insidiosa e geralmente assintomatica ou marcada por sintomas
inespecificos até que suas complicacbes se apresentem, o que dificulta o
diagnaostico precoce e leva ao agravamento da doenca. Isto é preocupante, pois
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em estagios avancados, o tratamento definitivo € o transplante hepatico
(FRIEDMAN, 2004; IREDALE, 2007; SCHUPPAN; AFDHAL, 2008).

Tendo em vista a problematica da cirrose na saude publica, muitas pesquisas
sao realizadas objetivando o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
gue promovam uma diminuicdo das agressoes teciduais decorrentes de lesées
hepéticas crbnicas e consequente reestabelecimento da fungéo do 6rgéo (LYRA
et al., 2007), evitando a progressao da doenca e prevenindo o desenvolvimento
de possiveis complicacdes (VARGAS; FRANCA, 2007).

Na cirrose, tem sido descrita alteracbes nos mecanismos oxidantes/
antioxidantes, que se encontram em desequilibrio e contribuem em grande parte
para a necrose hepatica (ALEYNIK et al, 1997; PERES et al, 2000; PEREIRA-
FILHO et al., 2008). Os produtos originarios da peroxidacéo lipidica parecem
estimular a expressédo dos genes responsaveis pela sintese de colageno, um dos
principais componentes da fibrose, mecanismo semelhante é observado na
administracao cronica da TAA (TUNEZ et al., 2005; KARANTONIS et al., 2010).

Nesse contexto, a melatonina, horménio produzido principalmente na
glandula pineal, tem sido relatada na literatura como um potente agente
antioxidante capaz de regular varios processos fisiolégicos em mamiferos
(CARRILLO-VICO et al.,, 2004), atuando na atividade imunomodulatoria
(GUERRERO; REITER, 2002; CARRILLO-VICO et al., 2005), antiinflamatoria
(CHAHBOUNI et al. 2010), nas funcdes homeostaticas na mitocondria (JOU et
al., 2010). Sabe-se também que esse hormdnio apresenta auséncia de
toxicidade, possibilitando seu uso em longo prazo (TENGATTINI et al., 2008), o
gue confere uma excelente opcado para o estudo de sua acdo na cirrose.

Entretanto, para Andrade (2005) e Mccormick (2011), quando se discute
cirrose hepética deve ficar bem claro o que se esté discutindo. Nao se deve
confundir cirrose com fibrose, pois esta ultima € apenas um dos componentes
de uma doenga que apresenta processo patolégico com Varios elementos,
também importantes. Desta forma, muitos estudos tém ignorado diversas
alteracbes que acompanham essa doenca, como é o0 caso das sequelas
acarretadas em outros 6rgaos em funcgéo da insuficiéncia hepatica (SHERLOCK;
DOOLEY, 2004; SCHUPAN; AFDAHAL, 2008).
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Diante do exposto, algumas questdes quanto ao real efeito benéfico da
melatonina na cirrose ainda precisam ser respondidas, pois 0s estudos
realizados esse hormdnio, ndo averiguaram se seus efeitos se estendem de
forma benéfica sobre os 6rgaos afetados por essa enfermidade, como € o caso
do rim e baco, questdes importantes e essenciais antes de se pensar em futuros

testes clinicos com essa droga.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Figado

O figado é um dos maiores 6rgdos do corpo humano, desempenhando uma
grande variedade de funcdes, vitais ao funcionamento saudavel do organismo
(SCHINONI, 2006). Nos seres humanos, ele esta normalmente localizado no
quadrante abdominal superior direito, estendendo-se para o quadrante
abdominal superior esquerdo, abaixo do diafragma (SHERLOK; DOOLEY, 2004;
MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010).

Anatomicamente esta dividido em duas unidades morfologicas: o lobo direito
e o lobo esquerdo (MATTOS; DANTAS-CORREA, 2010), os quais s&o
separados por uma prega peritoneal chamada de ligamento falciforme
(SHERLOK; DOOLEY, 2004), diferentemente do que ocorre em ratos, sendo o
parénquima hepatico separado em quatro lobos: mediano, lateral esquerdo,
lateral direito e caudado (ALLER et al., 2008) (Fig. 1).

Diafragma

P Ligamento
\ (@ falciforme

Lobo esquerdo

Lobo direiro

Vesicula biliar Veia cava inferior
A B

Figura 1: Estrutura hepética de seres humanos e de ratos. Em (A) mostra os
lobos direito e esquerdo, separados pelo ligamento falciforme. Em (B) mostra a
representacdo do figado de rato, o qual é constituido por quatro lobos: lobo
mediano (LM), lobo lateral esquerdo (LLE), lobo lateral direito (LLD) e lobo
caudado (LC).

Fonte: Adaptado de Townsend-Jr et al. (2015); Aller et al. (2008).
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Histologicamente, ele é revestido por uma capsula dealgada de tecido
conjuntivo (c4psula de Glisson) que se torna mais espessa no hilo, por onde a
veia porta e a artéria hepatica penetram no 6rgéo e por onde saem os ductos
hepaticos e linfaticos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A capsula de Glisson
ramifica-se enviando uma rede de septos para o parénquima hepatico, dividindo-
0 em suas unidades basicas, os lI6bulos hepaticos (SEELEY; STEPHENS; TATE,
2003).

Em alguns animais, como o porco, os Iébulos s&o separados entre si por uma
nitida faixa de tecido conjuntivo, o que ndo acontece em humanos nem em ratos,
nos quais varios l6bulos se encostam uns nos outros em quase toda sua
extensdo. No entanto, em algumas regides periféricas de tais I6bulos existe
tecido conjuntivo contendo ductos biliares, vasos linfaticos, vasos sanguineos e
nervos, sendo essas regidbes chamadas de espaco porta (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Os lébulos sao estruturas prismaticas e poligonais de tecido hepatico,
formado por placas de hepatdécitos (células epiteliais que compreende 60% do
tecido hepatico), interdigitados entre os capilares sinusoides. Cada placa, tem
geralmente duas células (hepatdcitos) de espessura e se irradiam a partir das
veias centrais (GARTNER; HIAT, 2007; SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003).

Os sinuzdises sdo vasos sanguineos de diametro reduzido que formam uma
rede altamente anastomosada que separa uma placa hepéatica da outra e é pela
qual o sague dos vasos interlobulares é transportado (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2023). Eles séao revestidos por células endoteliais sinusoidiais e por macrofagos
chamados de células de Kupffer. Entre os hepatdcitos e os sinuséides,
encontram-se um espaco estreito, denominado espaco de Disse, onde se
localizam as células estreladas hepaticas (FRIEDMAN, 2008).

Entre os cordbes de hepatdcitos encontram-se, ainda, pequenos canais
designados canaliculos biliares, que transportam a bile até ao sistema porta,
para que ocorra a sua excrec¢do através dos canais hepéaticos ai localizados
(SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003) (Fig. 2).
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Figura 2. llustracdo esquemética da organizacdo béasica do tecido hepético
normal. Os sinuzéises formam uma rede altamente anastomosada que separa
uma placa hepatica da outra. Entre os hepatécitos e os sinusdides, encontram-
se 0 espaco de disse e entre os corddes de hepatdcitos, os canaliculos biliares.
Fonte: Adaptado de Guyton; Hall (2011).

As células de Kupffer sdo macrofagos que apresentam intensa atividade
fagocitaria com capacidade para metabolizar eritrécitos velhos, digerir
hemoglobina, secretar proteinas relacionadas com o processo imunitario,
destruir bactérias e outros patégenos que penetrem no sangue portal e producéo
de bilirrubina (SHERLOK; DOOLEY, 2004).

As Células Estreladas Hepéaticas (CEH) ou Células de Ito, correspondem a
15% do total de células do figado e 30% das células ndo parenquimatosas
(BITENCOURT et al, 2012). No figado normal, as CEHs encontram-se em sua
forma quiescente, ndo-proliferativa, armazenadora de vitamina (ENG,;
FRIEDMAN, 2000; GEERTS, 2001). Durante a lesédo hepética, as CEHs perdem
seu conteudo lipidico e transdiferenciam-se em células com caracteristicas de
miofibroblastos e adquirem propriedades fibrogénicas (LEE et al, 2003; KONG
et al, 2012), depositando uma matriz fibrilar no espaco subendotelial
(FRIEDMAN; ARTHUR, 2002) (Fig. 3).
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Figura 3. Arquitetura hepatica normal e com injaria. Em (A) mostra a presenca
de células estreladas quiescentes (em azul) e células de Kupffer (em roxo). Em
(B) mostra o espago subendotelial com acumulo de Matriz Extracelular (MEC).
Fonte: Friedman; Arthur (2002).

Outro tipo celular existente no parénquima hepatico sdo as células tronco
hepéticas que produzem células progenitoras (células ovais) no figado. Estas
células sao ativadas por hepatocarciénicos ou por injaria quimica aos
hepatdcitos e podem se diferenciar para formar hepatécitos e colangiocitos
(PAKU et al, 2001).

Os linfécitos citotoxicos residentes também sdo células presentes no figado,
aderidas aos sinusoides. Estas células sdo chamadas de pit cells (LE COUTER,
2008), devido a presenca de granulos no citoplasma destas células. S&o células
natural killer (NK) especificas do figado e de caracteristicas morfoldgicas,
funcionais e imunoldlicas diferentes das NK do sangue (LUO et al, 2000).

Quanto a matriz extracelular (MEC), trata-se de uma rede molecular
organizada que ocupa menos de 3% da area do 6rgdo. Ela é composta por
colagenos (tipo I, Ill, 1V, V, VI, XIV e XVIII), glicoproteinas (laminina, fibronectina,
tenascina e nidogen) e proteoglicanos (heparam, dermatam, sulfato de
condroitina, percalam, acido hialurénico e decorina) (RAO, 2003; HERNANDEZ-
GEA; FRIEDMAN, 2011).
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No figado normal, a MEC é um substrato altamente dindmico com um sistema
regulado e preciso entre sintese e degradacdo de seus componentes.
Entretanto, no processo fibrogénico, essa regulacéo é perdida e ha um aumento
de seus multiplos componentes (HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011). Além
de ser responsavel pela integridade funcional e estrutural do parénquima
hepético, a MEC fornece manutenc¢do, regulacdo e diferenciacdo de diversos
tipos celulares (SCHUPPAN et al, 2001; RAO, 2003; SCHUPPAN; AFDHAL,
2008).

A estrutura e localizacédo do figado permite que ele desempenhe um grande
namero de fungdes no organismo. A secrecado de bile € a principal fungéo
digestiva do figado, no entanto, ele é essencial na regulacdo do metabolismo
dos carboidratos, proteinas e lipidios, no armazenamento de substancias e na
degradacdo e excrecdo de horménios. Outras funcbes incluem a
biotransformacéo e excrecdo de drogas, a hemostasia e 0 auxilio a resposta
imune (WILLIAMS et al, 2002; SCHIONI, 2006).

Assim, a compreensdao da estrutura e fisiologia hepatica € fundamental para
a analise dos processos patolégicos que acometem o 6rgao (SCHIONI, 2006),
pois alteracdes estruturais e faléncia das fun¢des de suas células podem gerar
danos ao organismo, afetando diversos sistemas, podendo levar o individuo a
morte (VARGAS; FRANCA, 2007; SCHUPPAN; AFDHAL, 2008), que ocorre na

cirrose hepatica.

2.2. Cirrose

A cirrose € uma doenca de grande importancia para a medicina humana e
veterinaria, pois € o estagio final comum de uma série de processos patoldgicos
diversos, como o etilismo (LARSON et al., 2005), infec¢cbes parasitarias
(GRYSEELS et al., 2006), hepatites cronicas virais e autoimunes, além daquelas
de ordem metabdlica, vascular, biliar (IIDA et al, 2005) e criptogénica (CODES
et al., 2006), sendo causa importante de morte em todo o mundo.

Independente do fator etioldgico e da espécie, esta patologia caracteriza-se
pela substituicdo do tecido hepatico funcional por tecido fibroso, de forma lenta

e gradativa, o que provoca alteragbes na estrutura hepatica normal com
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formacado de nédulos no parénquima e alteracées na vascularizagédo do 6rgao,
culminando na perda ou reducdo das fungBes hepéaticas (BATALLER;
BRENNER, 2005; VARGAS; FRANCA, 2007; SCHUPPAN; AFDHAL, 2008).

O desenvolvimento da doenca compreende um processo patogénico
complexo e dindmico que ocorre pela combinacdo de trés mecanismos: Morte
celular, fibrose e regeneracdo (ANTHONY et al., 1978; ROSA et al., 2010).

Em figados agredidos por xenobiontes, tanto a necrose quanto a apoptose
cotribuem para a morte celular (BATALLER; BRENNER, 2005). A apoptose € um
programa de morte celular extremamente regulado e de grande eficiéncia, que
requer a interacdo de inimeros fatores. As alteragdes morfoldgicas observadas
sdo consequéncia de uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos
especificos e geneticamente regulados (SARASTE; PULKKI, 2000).
Morfologicamente, as células em apoptose se encolhem e se codensam, o
citoesqueleto colapsa, o envelope nuclear se desfaz, a cromatina nuclear se
condensa e se quebram em fragmentos envoltos por membranas, chamados de
corpos apoptoticos (MALHI; GUICCIARDI; GORES et al., 2010). Esses corpos
apoptoticos sao rapidamente fagocitados pelos macréfagos teciduais ou células
adjacentes (MANJO; JORIS, 2004) sem causar um processo inflamatério
(ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). As células adjacetes migram ou proliferam
para repor o espaco ocupado pela célula apoptética (COTRAN; KUMAR;
COLLINS, 2000).

Em contraste a apoptose, a morte celular por necrose ocorre, geralmente, em
resposta a injuria severa as células e é caracterizada morfologicamente por
inchaco citoplasmatico e mitocondrial, ruptura da membrana plasmatica e
liberacdo do conteudo extracelular. Consequentemente ocorre a geracdo de uma
resposta inflamatoria, que pode causar injuria e até morte de células vizinhas, ou
seja, nesta condicao varias células sao afetadas e lesadas ao mesmo tempo e
devido ao desencadeamento do processo inflamatério h4 alteracdes irreversiveis
no tecido e/ou 6rgdo afetado (CURTIN; DONOVAN; COTTER, 2002). O
fendbmeno de morte celular por necrose é facilmente reconhecido nos espécimes
de biopsia hepatica porque os restos celulares permanecem por longo periodo
antes de serem removidos pelas células inflamatoérias (PATEL, 2000).
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Para Forbes e Parolla (2011), o processo patogenético mais importante no
desenvolvimento da cirrose é a fibrose. A fibrogénese hepatica,
independentemente da etiologia, € um evento resultante de processos
moleculares, celulares e teciduais, dinamicos e altamente integrados, que levam
a uma deposicdo progressiva de componentes da matirz extracelular,
(FRIEDMAN, 2008), que passam a preencher espacos que, anteriormente a
lesdo, eram ocupados por hepatocitos (TSUKADA; PARSONS; RIPPE, 2006;
IREDALE, 2007).

Diversos estudos tém demonstrado que a célula-chave na producdo da
fibrose no figado € a célula de Ito, a qual esta situada no espaco de Disse, local
que separa os capilares sinusoéides dos hepatécitos. Em condigcbes normais,
essa célula é o principal reservatorio de acido retindico no corpo humano
(ANDRADE, 2005). Porém, em um processo de dano tecidual, sdo ativadas e
assumem fenédtipo de miofibroblastos (ANDRADE, 2005; BRENNER, 2009;
OSTERREICHER; OSTERREICHER; TRAUNER, 2011).

Essa ativacéo resulta na producdo da proteina citoesquelética a-actina de
musculo liso e de componentes da matriz extracelular (MEC), principalmente
colageno tipo | e Ill (BRANDAO et al., 2006; FRIEDMAN, 2008), bem como a
secrecao de fatores de crescimento. Por fim, proliferam e atraem leucdcitos e
células hepéticas adjacentes para os sitios de lesdo (BRANDAO et al., 2006;
KOLIOS; VALATAS; KOUROUMALIS, 2006).

Os fatores de crescimento sdo capazes de, ndo apenas manter, mas também
perpetuar a fibrogénese, as respostas inflamatérias e a neo-angiogénese,
através de sinalizacao paracrina e autocrina (FORBES; PAROLA, 2011). Além
disso, se o processo fibrotico é suficientemente mantido, as CHEs tornam-se
capazes de sintetizar tais mediadores, matendo e ampliando sua prépria
atividade fibrogénica (RAMADORI et al., 2008).

Segundo Gressner et al (2002), as CHEs ativadas também produzem e
liberam metaloproteinases (MMPS) da matriz, enzimas que degradam moléculas
de colageno. Porém, quando essas células completam o seu ciclo de ativacao,
elas aumentam a sintese e a liberacao de inibidores teciduais de MMPs (TIMPSs)

I e Il, resultando numa queda da atividade e, consequentemente, diminuicdo na
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degradacédo da matriz, promovendo o acumulo de tecido fibroso (SHUPPAN et
al., 2001).

Numerosos estimulos ativam as células estreladas (BRANDAO et al., 2006;
KOLIOS; VALATAS; KOUROUMALIS, 2006), sendo por isso, cosiderado
mecanismo-chave no desenvolvimento da fibrose (KISSELEVA; BRENNER,
2011). Esses estimulos sdo resultantes da a¢éo de citocinas fibrogénicas como
o fator de crescimento e transformante-g (TGF-3); o fator de crescimento de
necrose tumoral (TNF-a) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
(ANDRADE, 2005), o mitébgeno mais atuante para CEHs (MARRA et al., 1994);
bem como endotelina-1, que, secretada principalmente pelas células de Kupffer,
hepatécitos, miofibroblastos, plaquetas e pelas préprias CEHs, estimula a
producado de oxido nitrico (KINNMAN; HOUSSET, 2002). Estudos mostram que
espécies reativas de oxigénio (EROs) exercem infuéncia direta nas CEHSs,
aumentando a producdo de matriz extra celular (FORBES; PAROLLA, 2011).
Além disso, as EROs podem ativar as células de Kupffer, aumentando a
producdo de citocinas pro-inflamatorias e pro-fiborogéncias (ARENAS et al.,
2004).

Segundo Tsukamoto (1999), as citocinas e fatores de crescimento constituem
a principal classe de mediadores envolvidos na fibrogénese, tanto durante o
processo normal de reparo, quanto na deposicdo excessiva de colageno, o que
induz a presenca de cicatrizes, seja no figado ou em qualquer outra doenca
fibroproliferativa.

Apesar de a fibrose ser mantida principalmente pela ativacdo de CHEs,
outras células estdo envolvidas na fibrogénese, tais como miofibroblastos,
fibroblastos interticiais e células epiteliais do ducto biliar (RAMADORI; SAILI,
2004). Além disso, tanto a apoptose quanto a necrose (ROSE, 2002) parecem
estar envolvidas na producdo de tecido fibroso em figados agredidos por
xenobiontes.

Entretanto, a fribrogénese hepética ndo é marcada apenas por um aumento
na sintese de tecido conjuntivo. Durante o desenvolvimento da fibrose hepatica,
todas as células hepaticas sofrem alteracbes especificas. Os hepatocitos
lesionados sofrem apoptose. O macrofago residente no figado é ativado e produz
uma grande variedade de quimiocinas e citocinas (ANDRADE, 2005). Os
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hepatdcitos isolados por tecido fibroso desenvolvem mecanismos de proliferacao
com a producdo de novas células hepaticas, na tentativa de compensar a perda
funcional decorrente da lesdo (WANLESS; NAKASHIMA; SHERMAN, 2000).

A regeneracao do figado € um processo que envolve hiperplasia (aumento
do numero de células) e hipertrofia (aumento do volume celular ou do contetudo
proteico na fase pré-replicacdo, sendo o processo dividido em trés fases: fase
inicial, quando os hepatdcitos adquirem a capacidade de replicacdo; fase de
proliferacédo, periodo no qual o numero de células hepaticas aumenta buscando
uma quantidade adequada para a restituicdo da funcéo; e estadio de terminacéo,
periodo em que a divisdo celular é encerrada apoés atingir o volume de células
necessarias para restituicdo da funcdo (PAES-BARBOSA; FERREIRA;
SZUTAN, 2010).

A tumefacdo e regeneracdo dos hepatécitos acabam por comprimir os
sinusoides e o arranjo discretamente radial é perdido (COTRAN et al., 2000). Em
pacientes humanos cirréticos o indice de proliferacdo celular € maior do em
pacientes com figado normal com tendéncia a decréscimo durante a evolucao
da cirrose (DELHAYE et al., 1996). Porém o0s mecanismos pela qual a
regeneracdo de hepatocitos diminui com o aumento da severidade da cirrose
continuam desconhecidos (DELHAYE et al., 1999).

Segundo Assy e Minuk (1997), o processo de regeneracéo hepatica pode ser
avaliado por diversos métodos, tais como: o peso do figado, nimero de mitoses,
os componentes do DNA, o indice de sintese de antigenos nucleares avaliados
por imunohistoquimica, a expressdo de genes, as variacbes dos niveis de
proteinas séricas, testes sorologicos, determina¢des enzimaticas de marcadores
de proliferacao e citometria de fluxo.

Durante décadas acreditou-se que, a partir do momento em que a fibrose
esta estabelecida, tornaria-se irreversivel (POPPER; KENT, 1975). Contudo
pesquisas vém mostrando que a fibrogénese é um processo dindmico e
potencialmente reversivel (FRIEDMAN et al., 2013), pelo menos parcialmente,
gquando sua causa é eliminada (ANDRADE, 2005). Sendo assim, varias
moléculas vém sendo constantemente identificadas como possiveis alvos para
terapias anti-fiborogénicas (SUBEQ et al., 2011).
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Entretanto, a questdo da regressao da fibrose ou cirrose € um assunto
controverso (CHEDID, 2000). Em seu artigo, Wanless, Nakashima e Sherman
(2000) descreveram uma proeminente regressao na maioria dos figados com
cirrose micronodular e macronodular, em resultado do tratamento com
lamivudina (agente antiviral capaz de inibir a replicacdo viral). No entanto, o
mesmo resultado n&o foi corroborado pela pesquisa de Di Vinicius et al (2005),
que também abordaram o problema da reversibilidade da cirrose no rato.

Além disso, para Andrade (2005), ndo se deve confundir cirrose com
fibrose. O que faz a peculiaridade da cirrose é um processo generalizado de
regeneracdo nodular do parénquima, acompanhado de um complexo de
alteracbes no tecido hepético (WANLESS; NAKASHIMA; SHERMAN, 2000;
BRENNER, 2009; OSTERREICHER; OSTERREICHER; TRAUNER, 2011;
PEREIRA-FILHO et al., 2008), e ndo apenas o componente fibroso. Desta
forma, fica evidente a importancia do desenvolvimento de pesquisas que
venham esclarecer tais controvérsias e que objetivem a busca de novas
estratégias terapéuticas para diminuicdo das agressoes teciduais, decorrentes
de lesbBes hepaticas cronicas, e consequente reestabelecimento da funcéo
hepética (LYRA et al., 2007).

2.3. Modelo experimental de cirrose hepéatica pela Tiocetamida

Os modelos experimentais de cirrose hepatica em roedores utilizam
diversos tipos de substancias quimicas tbxicas (0s xenobiontes) e
procedimentos cirlrgicos capazes de ocasionar experimentalmente a leséo
hepatica. Segundo a literatura, as principais drogas utilizadas para inducao de
cirrose hepética, sdo: tetracloreto de carbono (CClas), dimetilnitrosamina (DMN) e
tioacetamida (TAA) (PAWA,; ALI, 2004). Quanto a procedimentos cirurgicos, a
ligadura do ducto biliar é bastante utilizada em experimentos (TIEPPO et al.,
2005; VERCELINO et al., 2008).

Os modelos experimentais procuram, de maneira rapida e eficiente,
reproduzir as consequéncias do quadro patoldégico. As diferentes substancias

utilizadas para a inducao da cirrose agem sob variaveis de tempo, dosagens e
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condicbes ambientais que, experimentalmente, devem ser controladas a fim de
se otimizar os estudos em laboratério (PASSOS et al., 2010).

Varios modelos conseguem um quadro patologico eficaz, contudo, o
modelo em que se utiliza a TAA é o mais recente (GUERRA et al., 2009;
COGLIAT et al., 2010; TROTTA et al., 2013) com deteccdo de sinais, sintomas
e quadro patologico mais préximos aos relatados na cirrose humana (LALEMAN
et al., 2006) tais como a peroxidacdo das membranas lipidicas, necrose celular,
regeneracdo de hepatdcitos, fibrose e reorganizacdo micronodular do
parénquima, proliferacdo ductular (SUN et al., 2000; JEONG et al., 2001) e
finalmente, cirrose macronodular (HAKATEYAMA et al., 2002), sendo portanto,
0 escolhido para esta pesquisa.

A lesdo causada pela TAA é consequéncia da oxidacao lipidica das
membranas dos hepatdécitos (SUN et al., 2000) e de organelas tais como as
mitocondrias (NATARAJAN et al., 2006; YIN et al., 2012) e reticulo
endoplasmatico (RON; WALTER, 2007; TANJORE et al., 2013), o que resulta na
ativacdo da apoptose e necrose dos hepatécitos (HAJOVSKY et al., 2012).

A TAA reduz a atividade antioxidante e acentua a peroxidacao lipidica no
figado estabelecendo uma condi¢éo de estresse oxidativo (TUNEZ et al., 2005).
Os radicais livres gerados por esta via oxidativa, além de causarem peroxidacao
lipidica nas membranas, provocam aumento do calcio citosdlico, inibicdo de
glutationa e reducao dos grupos tiol (-sh), afetando severamente as células da
regido acinar, resultando na morte celular. A concentragdo intracelular de
glutationa e os niveis de tiol atuam sobre o DNA, modulam a sintese e protege
o DNA do dano oxidativo (ZARAGOZA, et al., 2000). Além disso, a TAA altera o
ciclo da uréia, o perfil de aminoacidos circulantes, o metabolismo lipidico e
lipoproteico, bem como a sintese de acidos graxos (DAVID et al., 2002).

Além das caracteristicas patolégicas, o uso da TAA apresenta outras
vantagens como menor toxidade para o operador em comparagao com oS outros
xenobiontes (FONTANA et al., 1996), diversos protocolos de administracéo
(CORBIN; MINUK, 2003) e a especificidade pelo figado como 6érgédo alvo
(CHILAKAPATI et al., 2005) e menor mortalidade (LI et al., 2003; PASSOS et al.,
2010), em relagéo aos demais protocolos de indugéo. Entretanto, a fibrose se
desenvolve mais lentamente com TAA que com CCls, (SPIRA et al., 2002).
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Contudo, essa caracteristica é vista como mais uma caracteristica da TAA em
reproduzir adequadamente o estado crénico da doenca hepética (MASUMI et al.,
1999), pois geralmente sdo necessarios anos de exposi¢cao ao agente para que
a cirrose se desenvolva no homem (PASSOS et al, 2010).

Além disso, o modelo pela TAA apresenta administracdo por diferentes
vias como a oral, por inalagdo, injecdes intraperitoneais ou subcutaneas. As
formas mais empregadas sdo a oral (através da agua do bebedouro) e a
intraperitoneal. Entretanto, apesar do método de administracdo oral ndo ser
invasivo e ser de facil inducdo para um grande numero de animais (LI;
BENJAMIN; ALEXANDER, 2002), o inconveniente esté na falta de controle na
dosagem do farmaco administrada por animal, pois a medida que a cirrose se
instala e compromete o figado do animal, ele apresenta reducéo na ingestao de
agua e alimento, diminuindo a eficiéncia do toxico, tendo como consequéncia a
grande variacao individual nas lesdes resultantes e resultados heterogéneos
durante o desenvolvimento do quadro patolégico (MOREIRA et al., 1995;
FONTANA et al., 1996; GEORGE et al., 2001).

A adocédo da injecao intraperitoneal de TAA uniformiza a quantidade de
toxina que o animal recebera, diminuindo a variabilidade observada na
administragao oral (MOREIRA et al., 1995; FONTANA et al., 1996; GEORGE et
al., 2001; Ll et al., 2003). Contudo, ha certo grau de sensibilidade hepatica entre
0s animais ap6s um determinado periodo de administracdo da TAA e o animal
adquire resisténcia a droga (LI; BENJAMIN; ALEXANDER, 2002).

Segundo Zaragoza et al (2000), isso se deve ao envelhecimento do animal
e a reducédo do citocromo P-450. Pois para que ocorra dano hepatico, a TAA
precisa passar por ativacdo metabdlica, a qual ocorre através da acao catalitica
do complexo microssomal citocromo P-450, localizado no reticulo
endoplasmatico liso hepatico. Este sistema enzimatico é formado por varias
enzimas, dentre as quais a CYP2E1 (Cytochrome P450 2E1) parece ser a mais
implicada na bioativacdo dessa droga (WANG et al., 2000; BASKARAN et al.,
2010).

Segundo Chilakapati et al (2005), a bioativacdo da TAA ocorre em duas
etapas, onde h&a a formacao dos produtos s-0xido de tioacetamida (TASO) e S-

dioxido de tioacetamida (TASO2) (Fig. 4). Estudos indicam que tanto a TASO
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quanto a TASO:2 sdo responsaveis pela hepatotoxidade da TAA. Pois foi
observado agédo da TASO na producao de necrose e carcinogénese e a TASO:
€ um metabdlito instavel e altamente reativo que se liga colaventemente as
macromoléculas hepaticas formando acetylimidolysine. Este composto também
causa dano hepatico, uma vez que é capaz de provocar necrose e formacao de
espécies reativas de oxigénio (MANGIPUDY et al., 1995; CHILAKAPATI et al.,
2007).

YP2E

C 1
CH3CSNH2 ’CHgCSONHz (TASO)

ETAPA |

TAA
ETAPA ||

CYP2E1

CH3C802NH2 (TASO,)

|

LIGACAO COVALETE

LESAO HEPATICA

Figura 4. Metabolismo de ativacdo da tioacetamida (TAA) no figado. No figado,
a TAA sofre acdo da enzima CYP2E1l e se tranforma em Tioacetamida-S,S-
diéxido (TASO) na primeira etapa. Na segunda etapa, novamente pela acdo da
CYP2EL, TASO se converte no metabélito altamente reativo Tioacetamida-S,S-
dioxido (TASOz). TASO2 se liga covalente a macromoléculas figado, causando
leséo hepatica.

Fonte: Adaptado de Chilakapati et al (2005).

Quanto ao envelhecimento do animal, pesquisadores comprovaram que
a extensao da lesdo hepéatica induzida por TAA foi significativamente maior em
ratos mais velhos (12 meses) que em jovens (2 meses) (ZARAGOZA et al.,
2000). Resultados semelhantes foram obtidos por Sanz et al (1998), que
observaram resposta menos severa a acédo da TAA (6,6 mmol Kg*) em filhotes
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de ratos com 21 dias de idade, que nos animais adultos (6 meses de idade).
Segundo estes autores, o figado em crescimento apresenta vantagens contra a
agressao necrogénica da TAA devido a atividade diminuida do seu sistema de
desintoxicacdo microsomal especifico e por o aumento da resposta proliferativa
impedir a progressao da lesdo. Assim, os resultados dessas pesquisas sugerem
que a inducéo da cirrose hepatica sejam mais eficazes em ratos jovens.

Além disso, pesquisadores que trabalham com modelo experimental pela
TAA, recomendam que as doses da droga sejam ajustadas de acordo com o
peso individual de cada animal. Estas medidas se deve a sensibilizacdo do
animal a droga no decorrer do tempo. Tal medida, minimiza a mortalidade dos
animais, aumentando o rendimento da inducdo do quadro patologico e
proporcionando uma cirrose homogénea (LI; BENJAMIN; ALEXANDER, 2002;
PASSOS et al., 2010).

2.4. Complicacdes da cirrose hepética

O figado, estrutura primordialmente afetada pela patologia supracitada,
desempenha funcbes extremamente importantes no que se refere a producao,
armazenamento, biotransformacéo e excrecdo de uma variedade de substancias
envolvidas no metabolismo. Dentre elas, destacam-se: regulacdo da
concentragdo sanguinea de glicose, conversdo de amonia (substéancia toxica ao
organismo) em uréia, sintese de vitaminas e proteinas plasmaticas, secrecao de
bile (COTRAN et al.,, 2000; SMELTZER; BARE, 2005) e o metabolismo de
xenobidticos, compostos estranhos ao organismo que precisam ser
metabolizados para se tornarem ativos ou serem excretados (DUFOUR, 2000).
Portanto, os disturbios hepaticos geram consequéncias desastrosas para o
organismo como um todo (VARGAS; FRACA, 2007).

A disfuncdo hepética na cirrose ocorre de forma lenta e progressiva
(RHODEN et al., 1997), gerando danos ao organismo e colocando em risco a
vida do individuo (COTRAN et al.,, 2000; SMELTZER; BARE, 2005). Suas
consequéncias consistem em sequelas em multiplos 6rgdos do organismo,
acarretando uma grande diversidade de consequéncias clinicas (COTRAN et al.,
2000; IIDA et al., 2005; SMELTZER; BARE, 2005), como: ascite, hemorragia
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digestiva, encefalopatia hepatica, ictericia, peritonite bacteriana espontanea e
carcinoma hepatocelular (GARCIA-TSAO, 2001; IIDA et al., 2005). Segundo
Coelho et al. (2010), a alta morbidade e mortalidade da cirrose sédo secundarias
a essas complicacoes.

Devido ao objetivo de estudar o rim e o baco nesse trabalho, alterac6es

nos mesmos serdo destacados neste referencial tedrico.

2.4.1. Rim

Os rins sd@o 6rgaos excretores, com morfologia classicamente definida em
forma de gréo de feijao (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Estéo localizados no
espaco retroperitoneal da parede abdominal posterior, cada um do lado da
coluna vertebral, na altura da 122 vértebra toracica a terceira vértebra lombar,
sendo o rim direito ligeiramente mais inferior, devido a posicdo do figado
(GENESER, 2003; GARTNER; HIATT, 2007; ROSS; PAWLINA, 2012).

Possuem uma capsula de tecido conjuntivo denso, com muitos
miofibroblastos na porcado interna. Exibem uma borda lateral convexa e uma
borda medial concava, na qual se situa o hilo. Neste entram e saem 0s vasos
sanguineos e linfaticos e 0os nervos e emerge a pelve renal, a parte superior e
expandida do ureter (OVALLE, W. K.; NAHIRNEY, 2008).

Histologicamente, sdo revestidos por uma capsula de tecido conjutivo
denso e o parénquima apresnta duas regides distintas, a zona cortical e a zona
medular (ROSS; PAWLINA, 2008). A zona cortical possui estruturas vasculares,
0s corpusculos renais (ou de Malpighi), onde o sangue é filtrado. A zona medular
possui seis a 18 piramides medulares, sendo, portanto, multilobar. As bases das
piramides situam-se no limite corticomedular e o apice é voltado para o hilo
(GENESER, 2003; GARTNER; HIATT, 2007; ROSS; PAWLINA, 2012). Ainda
segundo esses autores, uma piramide medular e o tecido cortical adjacente
constituem um lobo renal e os ductos coletores abrem-se na extremidade da
papila, formando a area crivosa ou cribiforme.

A unidade funcional do rim, o néfron, consiste em uma porc¢ao dilatada, o
corpusculo renal e um sistema de tubulos (ROSS; PAWLINA, 2008), que incluem
o tubulo contorcido proximal, partes delgadas e espessas da alca de Henle e o
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tubulo contorcido distal. O tubulo coletor conecta o tubulo contorcido distal aos
fragmentos corticais ou medulares dos ductos coletores (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

O corpusculo renal (ou de Malpighi) consiste no glomérulo, um
enovelamento de capilares (arteriolas aferentes e eferentes), e na capsula de
Bowman, que possui dois folhetos: um externo, o folheto parietal, de epitélio
simples pavimentoso, e outro interno, acolado aos capilares, o folheto visceral,
formado por células epiteliais modificadas, os poddécitos. O espaco entre a
camada visceral e a camada parietal € chamado de espaco subcapsular, que
recebe o liquido filtrado através das paredes dos capilares e do folheto visceral
da capsula (BERNE et. al.,, 2004; ROSS; PAWLINA, 2008; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Além das células endoteliais e dos poddcitos, os capilares glomerulares
contém, ainda, um grupo de células denominadas células mesangiais. Estas
células ndo estdo inteiramente confinadas ao corpusculo renal, estando
algumas, fora do corpusculo ao longo do pdlo vascular, onde também sao
chamadas de células reticuladas, e fazem parte do que é denominado aparelho
justaglomerular (ROSS; PAWLINA, 2008), o qual regula o fluxo sanguineo renal
e a taxa de filtragdo glomerular (BERNE et al., 2004).

Os vérios segmentos do sistema de tubulos dos néfrons determina a
guantidade de substancias contidas na urina (BERNE et al., 2004), sendo,
portanto, responsaveis pela manutencao e regulacdo da composicéo do liquido
extracelular e para a manutencdo do equilibrio &cido-base. Além disso,
funcionam como um 6rgao endocrino, pois sintetizam e secretam eritropoietina
(que regula a formacéo das hemacias em resposta a diminui¢do da concentracéo
de oxigénio no sangue) e renina (enzima envolvida no controle da presséo
arterial e do volume sanguineo) (AIRES, 2008; ROSS; PAWLINA, 2008).

O volume de filtrado formado por unidade de tempo € conhecido com a
taxa de filtragao glomerular (TFG). A capacidade de filtrar um enorme volume de
plasma permite aos rins excretar grandes quantidades de produtos residuais e
regular os constituintes do meio interno com muita precisdo (EATON; POOLER,
2016). A TFG é a soma das intensidades de filtragéo de todos os néfrons em

funcionamento. Assim, a TFG é o indice da func¢ao dos rins. O conhecimento da
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TFG é essencial na avaliacdo da gravidade e do desenvolvimento da doenca
renal. Quando ocorre queda na TFG, geralmente, significa que a doenca esta
progredindo, enquanto o0 aumento na TFG geralmente sugere o
restabelecimento da funcéo renal (BERNE; LEVY, 2000).

Dentre as doencas que mais afetam os rins esta a cirrose. A vasodilatacédo
sistémica que apresenta no quadro de cirrose, decorrente da superproducéo de
oxido nitrico, reduz a perfuséo dos rins, e ativa sistemas vasoconstritores renais
(GARCIA-TSAO; PARIKH; VIOLA, 2008). Além disso, a imunodepressao dos
cirréticos aumenta a chance de ocorrer doencgas infecciosas (WASMUTH et al.,
2005), que podem agravar a vasodilatacdo sistémica e precipitar injuria renal
aguda.

A Sindrome Hepatorrenal (SHR) é uma condicdo clinica que ocorre em
pacientes com doenca hepética avancada, insuficiéncia hepatica e hipertensao
portal, caracterizada por uma deterioracdo da funcéo renal (WADEI et al., 2006).
Segundo Garcia-Tsao, Parikh e Viola (2008), a injuria renal aguda ocorre em
aproximadamente 19% dos pacientes hospitalizados com insuficiéncia hepatica,
aumentando o risco de morte. Além disso, quando a insuficiéncia renal passa a
ser crbnica, torna-se uma condi¢cdo patologica irreversivel, caracterizada pela
perda da capacidade de manutencdo da homeostase pelos rins, onde o
transplante é a Unica solucdo (PARMAR, 2002; WADEI et al., 2006).

Contudo, esse procedimento terapéutico € de alto risco e bastante
invasivo, dificultado também pela baixa disponibilidade de 6rgéos pelo sistema
de saude. Muitos pacientes vao a 6bito ainda na fila de espera por um transplante
(LYRA et al., 2007). Além disso, a dependéncia do paciente transplantado por
medicamentos imunossupressores e a probabilidade de uma possivel rejeicao
ao novo 6rgao séo fatores de risco que envolve o transplante (YAN et al., 2008).

Como o rim desempenha uma grande variedade de fun¢des, o paciente
com insuficiéncia renal pode desenvolver disfun¢des em varios sistemas, como
muscular, 6sseo, cardiovascular, metabdlico e respiratorio (VIOLAN et al., 2002;
CUPISTI et al., 2004; MCINTYRE et al., 2006), afetanto a qualidade de vida e
colocando a vida do individuo em risco.

Ainda devemos ressaltar que eliminacdo de farmacos, decorrentes da
desintoxicacdo pelos hepatocitos, ocorrem por via biliar ou por via renal, apos
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passagem pela circulacdo sanguinea no ultimo caso. Este processo € muito
importante para o metabolismo e eliminagdo de farmacos, assim como dos seus
metabolitos (SEELEY; STEPHENS; TATE, 2003), esse fato, consequentemente,
pode acarretar em nefrotoxidade (DEKANT, 2001).

2.4.2. Bago

Alteracbes no baco também séo relatadas tanto em pacientes cirréticos
(BEM et al, 2006; COELHO et al., 2010) quanto na cirrose experimental (SOYLU
et al., 2006). Isso torna-se preocupante, pois o baco € um 6rgédo de extrema
importéncia para o organismoo, sendo o local onde ocorre as respostas
imunologicas a antigenos veiculados pela circulacdo, enquanto os linfonodos
respondem a antigenos transportados pela linfa. Ele contém aproximadamente
30% do total de linfécitos de um individuo, funcionando como filtro pela a¢éo dos
macrofagos, que retiram de circulagdo as hemacias senescentes e particulas
estranhas como as bactérias e parasitas (DE FRANCESCHI et al.,, 2005;
ERTEKIN; SELIMOGLU; PIRIM, 2005; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013).

Além disso, citocinas pro-inflamatdrias como IL-6 e TNF-a, assim como
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 sdo amplamente sintetizadas no baco
(LAMAS; MARTINEZ; MARTI, 2004). Evidéncias tém mostrado que a producao
de IL-10 pelas células B neste 6rgdo, desempenham um papel regulatério na
supresséao da resposta imune (PESTKA et al., 2004).

Sua estrutura e localizagdo no copo humano, justificam as funcbes
desempenhadas por esse 6rgdo. Pois ele € o maior acumulo de tecido linfoide
do organismo e, na espécie humana, o Unico 6rgao linfoide interposto na
circulagdo sanguinea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), estando situado no
peritdnio, no quadrante superior esquerdo do abddmen, atras do estbmago e,
abaixo do diafragma (GARTNER; HIAT, 2007).

Nos humanos, tem a forma e o tamanho de um punho fechado
(4x8x12cm) e pesa 180 a 250g no adulto. Entretanto, nos coelhos, ratos e
camundongos, este 6rgdo néo apresenta morfologia ovéide, mas em forma de
tira (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Histolégicamente, ele € envolvido por
uma capsula de tecido conjuntivo denso, a qual emite trabéculas que dividem o
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parénquima esplénico em compartimentos incompletos, e irrigado pela artéria
esplénica, que penetra na capsula na regido do hilo, ramificando-se
progressivamente em vasos menores (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2013).

O parénquima do baco (polpa esplénica) é formada por tecido conjuntivo
linfoide, contendo células e fibras reticulares. Histoldégica e funcionalmente
divide-se em duas regifes: polpa branca, descontinua e constutuida pelos
nodulos linfaticos; e em polpa vermelha, formada pelos corddes esplénicos ou
de Billroth, entre os quais se situam os sinusobises (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013; GENESER, 2003).

Na polpa branca, as arteriolas sdo envolvidas por uma capa de linfocitos
gue sdo predominantemente T (70% CD4+ e 30% CD8+) e constituem a camada
linfoide periarteriolar. Na polpa vermelha, as arteriolas terminam em sinusoides
vasculares que estdo situados em uma regido de baixa densidade celular
constituida por macréfagos, células dendriticas, linfécitos e plasmdcitos. O
sangue dos sinusoides drena para as vénulas e dai para a veia esplénica, que
leva o sangue do baco até a circulacdo portal (GENESER, 2003; ROSS;
PAWLINA, 2012; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013).

Dessa forma, drogas podem ter efeito direto no baco ou causar alteracdes
em sua estrutura em decorréncia de distlrbios em outros 6rgaos, principalmente
figado e sistema hematoimunitario (PETROIANU, 2011). Segundo Bem et al
(2006) e Coelho et al (2010), alteragdes no baco séo relatadas em pacientes
cirréticos e na cirrose induzida experimentalmente (SOYLU et al., 2006). Na
maior parte dos casos, portanto, a esplenomegalia se caracteriza como efeito
colateral do disturbio hepatico (PETROIANU, 2011).

Esse 6rgao é capaz de aumentar as suas dimensdes mais do que todos
0s outros orgaos (20 vezes), o que geralmente ocorre de maneira lenta e quase
imperceptivel, até alcancar dimensdes avantajadas. O aumento desse 0rgao
pode ser sede de infartos, dores intensas e até mesmo levar a uma ruptura,
situacdo que exige intervengcdo imediata para evitar choque hipovolémico
(ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013). Na maioria dos casos, o tratamento da
ruptura esplénica pode ser conservador, por esplenorrafia, ligadura vascular
seletiva, esplenectomia parcial ou total. Neste ultimo procedimento, implantes
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autogenos de tecido esplénico serdo suturados ao omento maior para manter as
funcBes desse orgdo (PETROIANU; NETO, 2004; PETROIANU; ANDRADE,
NETO, 2008).

As principais manifestacfes laboratoriais das esplenomegalias sdo as
citopenias periféricas, isoladas ou combinadas. A mais comum ¢é a
trombocitopenia, seguida de anemia e mais raramente de granulocitopenia.
Essas manifestacdes devem-se a retencao e eventual destruicdo de células no
baco, fenbmeno acompanhado de hiperplasia dos precursores na medula 6ssea.
Em condi¢cbes normais, cerca de 10% das plaquetas que estdo em circulacéao
encontram-se no baco. Nas esplenomegalias esse valor pode chegar a 90%, ou
seja, pode haver nove vezes mais plaquetas retidas no baco do que no restante
da circulacdo (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013).

Diante do exposto, podemos enfatizar que a cirrose hepatica apresenta uma
série de alteracdes clinicas, que vao além de alteracées na estrutura e funcao
do figado (IIDA et al., 2005), o que se torna preocupante, visto que a gravidade
da cirrose é dependente dessas complicacdes devastadoras (COELHO et al.,
2010). Além disso, Coelho et al (2010) ainda afirmam que a qualidade de vida e
a sobrevida dos pacientes com cirrose podem ser melhoradas pela prevencéo e
pelo tratamento das complicacgdes.

2.5. Biomarcadores de altera¢cdes hepética e renal

2.5.1. Biomarcadores de alteracdo hepatica

Um conjunto de testes e medidas bioquimicas s&o rotineiramente realizados
em laboratorios clinicos em amostras de plasma ou soro. Este grupo de testes
comumente inclue as dosagens de: transaminases, aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT); fosfatase alcalina (FA), gama glutamil
transferase (GGT), albumina (ALB) e bilirrubina (BAYNES, DOMINICZAK, 2007),

Esses testes bioquimicos fornecem informacdes sobre o estado do figado de
paciente, sendo um método muito Gtil para o reconhecimento das doencas que

afetam a funcionalidade hepatica (GOMES et al., 2008), uma vez que a maioria
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das proteinas plasmaticas sao sintetizadas no figado e as doencas
hepatocelulares podem alterar a sintese proteica, tanto quantitativamente quanto
qualitativamente (BAYNES, DOMINICZAK, 2007). Entretanto, algumas enzimas
nao sao organo-especificas, ou seja, estdo presentes em varios tecidos do
organismo, elevando-se mais frequentemente em pacientes com doenca
hepética, podendo refletir dano ao figado (PRATT; KAPLAN, 1999), razdo pela
qual varios autores as denominam enzimas hepaticas.

As AST e a ALT nao séo especificas do figado. A AST pode ser encontrada
no musculo cardiaco, rins, cérebro e hemacias (GIANNI; TESTA; SAVARINO,
2005). J4 a ALT, pode ser encontrada em outros locais como musculo, coracao,
rins, cérebro e tecido adiposo, porém, com fracdo maior no figado
(SCHINDHELM et al., 2006). No entanto, elas estdo relacionadas com a
integridade dos hepatdcitos e quando ocorrem lesdes ou destruicdo das células
hepéticas, ha liberacdo destas enzimas para a circulacdo sanguinea, sendo que
a sua localizacao auxilia o diagnostico e progndstico de patologias hepaticas
(MOTTA, 2000).

AST e ALT sdo enzimas intracelulares presentes nos hepatécitos e de
escolha para o auxilio de diagnostico. A AST encontra-se presente na
mitocondria (em torno de 80%) e ALT no citoplasma (MOTTA, 2009). Assim, em
dano hepatocelular leve a forma predominante no soro € a citoplasmatica,
enquanto em lesBes graves ha liberacdo da enzima mitocondrial, elevando a
relacdo AST/ALT (MOTTA, 2000). Além disso, ambas estdo envolvidas na
interconversao de amino e cetoacido, sendo necessarias para o metabolismo
hepatico do nitrogénio e carboidratos (BAYNES, DOMINICZAK, 2007). Assim,
tanto o aumento de AST quanto de ALT confirma a origem hepatica da leséo
(MINUK, 1998; BAYNES, DOMINICZAK, 2007).

A FA é uma enzima responsavel pelo transporte de metabdlitos através das
membranas celulares. Ela ndo é especifica do figado (BAYNES, DOMINICZAK,
2007), sendo sintetizada tanto pelo trato biliar como pelos 0ssos, placenta e, em
menor quantidade, no intestino delgado (GIANNI; TESTA; SAVARINO, 2005).
No entanto, patologias do figado e dos ossos sdo a causa mais comuns de
elevacéao dos valores da FA (DUFOUR et al., 2000, LOOMBA, 2013). Entretanto,
para se certificar que a elevacdo dessa enzima é de origem hepética, ha
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necessidade de se dosar em conjunto com a GGT, que provavelmente mostrara
elevada se houver disturbio hepético (MINCIS; MINCIS, 2007).

A GGT é uma enzima que possui como funcéo, catalisar a transferéncia de
aminoacidos e peptideos através das membranas celulares, sintese proteica e
peptidica e regulacdo dos niveis teciduais de glutationa (MOTTA, 2009). Ela esta
presente nos hepatocitos, nas células do epitélio biliar, nos tubulos renais,
pancreas e intestino (GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 2005; MANNING;
AFDAHAL, 2008). No entanto, a sua atividade plasmatica provém
majoritariamente do figado, onde se localiza no epitélio dos canaliculos biliares
(DUFOUR et al., 2000; LOOMBA, 2013). Assim, seus niveis se elevam em
situacdes onde os ductos biliares intra-hepéticos estdo comprometidos, podendo
avaliar a funcao hepatobiliar ANDRADE et al.,1992; MOTTA, 2009).

A utilizacdo da GGT como teste de funcdo hepética € justificada por ser um
marcador de fibrose progressiva, sendo importante para identificar estagios mais
avancados da doenca, pois reflete anormalidades da estrutura e da funcéo
hepética. E um indicador de colestase mais especifica do que a FA e a sua alta
concentracdo plasmatica € caracteristica da cirrose. OS niveis plasmaticos
aumentados de FA e GGT indicam origem hepatobiliar da lesdo (GIANNINI;
TESTA; SAVARINO, 2005; MANNING; AFDAHAL, 2008; SCHUPAN; AFDHAL,
2008).

Além das enzimas ja citadas, a ALB e a bilirrubina também s&o rotineiramente
realizadas em laboratérios clinicos em amostras de soro e plasma (BAYNES,
DOMINICZAK, 2007). A ALB é uma proteina usualmente utilizada em testes de
funcdo hepatica, isso porque ela é a proteina mais abundante no plasma,
perfazendo um total de 50% das proteinas totais do soro humano (SANTOS et
al., 2004). Ela é sintetizada exclusivamente no figado e concentracfes baixas no
plasma ocorrem comumente na doencga hepatica (BAYNES, DOMINICZAK,
2007). Ela desempenha papel importante na manutencéo do equilibrio acido-
basico do organismo, no transporte de uma ampla variedade de substancias
fisiologicas, também serve como sitio de ligacdo para muitas drogas, além de
atuar como um reservatorio de aminoacidos (SANTOS et al., 2004).

O figado também sintetiza a maioria das globulinas (GLOB). A concentracao
plasmatica dessas GLOB modifica-se nas hepatopatias e doencas sistémicas
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(BAYNES, DOMINICZAK, 2007). A GLOB juntamente com a ALB compde a
proteina plasmética total (PPT) (BANKS, 1992).

A Dbilirrubina € um produto da degradacdo da hemoglobina, mais
precisamente do grupo heme, ocorrida no baco. A bilirrubina, que é insoltvel,
circula ligada a albumina até atingir o figado, onde é conjugada com acido
glucorénico, tornando-se soluvel e possivel de eliminar através da bile
(HOULIHAN; ARMSTRONG; NEWSOME, 2011). Em individuos saudaveis, a
bilirrubina conjugada encontra-se ausente da circulacao sanguinea (DUFOUR et
al., 2000; GILMORE; GARVEY, 2013).

Diversas conclusées podem ser obtidas através de analises laboratoriais.
Entretanto, mesmo na presenca de graves lesdes, dosagens séricas dos
marcadores de funcdo hepética podem mostrarem-se inalterados (BORGES,
1998). Dessa forma, a avaliacdo da funcao e lesdo hepaticas ndo deve incluir
apenas essas dosagens e deve ser sempre correlacionada com a clinica do
paciente (SCHINONI, 2006).

2.5.2. Biomarcadores de alteracao renal

O rim desempenha processos essenciais a manutencao da vida e, quando
se desenvolve uma patologia renal, alguns desses processos ou todos podem
ser afetados (NUNES, 2007). Desta forma, o estudo da funcédo e dos diversos
processos patoldgicos renais tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores, principalmente no campo do desenvolvimento de testes que
auxiliem a estabelecer um diagnéstico precoce, classificar a doenca de base,
obter prognéstico seguro e monitorar terapéutica medicamentosa (SODRE;
COSTA; LIMA, 2007).

Varios testes sdo possiveis de realizar com a finalidade de avaliar a funcéo
renal, no entanto, ha conflitos entre a praticidade, custo e seguranga. A
determinacao dos niveis da uréia e da creatinina no plasma sanguineo tém sido
classicamente indicados para a avaliagao da funcéo renal (BRITO et al, 2005;
NUNES, 2007), fornecendo subsidios, quer sejam para o diagnostico ou

progndstico de inUmeras nefropatias.
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Segundo Mitch (2001), os niveis séricos de creatinina e uréia sdo dois
importantes fatores para se avaliar a taxa de filtracdo glomerular (TGF), niveis
estes que podem estar elevados ou diminuidos em determinadas situagfes. A
creatinina € o principal indicador da funcéo renal, e a elevacéo de seus niveis no
sangue é observada principalmente quando ha lesdo dos néfrons funcionantes
(AL-HABORI et al., 2002). Ela é um produto endégeno do metabolismo muscular,
eliminado pelos rins e, apesar de ser empregada como biomarcador da TFG sua
interpretacdo deve ser acompanhada com cautela. Pois seus niveis séricos
sofrem alteracdes dependentes da idade, do sexo, do estado nutricional e massa
muscular e se mostra superior aos niveis basais apos diminuicao de 50 a 60%
da TFG e pela baixa sensibilidade nas fases iniciais da leséo renal (METRA et
al., 2012).

Entretanto, a elevacao de seus niveis no sangue € observada principalmente
quando ha lesdo dos néfrons funcionantes (AL-HABORI et al., 2002). Na cirrose,
por exemplo, a sindrome hepatorrenal (SHR) é o estadgio mais avancado das
complicacBes da hipertenséo porta, sendo o aumento progressivo da creatinina
sérica, uma das principais caracteristicas deste estagio (WADEI et al., 2006).

O progndéstico da cirrose hepética depende de vérios fatores, tais como a
etiologia, gravidade da doenca, presenca de doencas associadas e
complicacBes. Varios sistemas de avaliacdo clinica e laboratorial vém sendo
desenvolvidos ao longo dos anos, dentre estes os mais utilizados sdo a
classificagdo de Child-Pugh e o sistema MELD (the Model for End Stage Liver
Disease). O sistema MELD tem sido adotado para alocacéo dos pacientes na fila
de transplante hepatico, sendo os niveis de creatinina um dos fatores avaliados.
No Brasil ele ja vigora, na Portaria Ministerial da Saude, desde o ano de 2006
(BOURSIER et al., 2009).

A creatinina € um composto nitrogenado produzido a partir da fosfocreatina
muscular. A quantidade de creatinina formada por dia depende da quantidade
de creatina no organismo, que por sua vez depende da massa muscular.
Entretanto, a quantidade de creatinina formada é relativamente constante para
um determinado individuo, sendo pouco afetada pela alimentacao,
principalmente pelo consumo de proteina (KANEKO; HARVEY; BRUSS, 1997).
Sendo seus niveis sanguineos poucos afetados pela dieta, a creatinina é usada
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como referéncia para corrigir mudancas nas variacoes de uréia sanguinea
(GONZALEZ et al, 2000).

Os niveis séricos de uréia também sdo amplamente utilizados na pratica
clinica para avaliar o indice de filracdo glomerular (MITCH, 2001). Entretanto,
deve-se ressaltar que ela ndo é produzida constantemente durante o dia e a sua
concentracdo sanguinea pode variar com a ingestdo protéica, desnutri¢cao,
sangramento gastrintestinal e o uso de alguns medicamentos, como, por
exemplo, os corticosteroides (RIELLA, 1996).

Ressalta-se também que os valores plasmaticos da uréia podem modificar
de acordo com a taxa de producédo hepdtica. Isso porque a lise das proteinas em
aminoacidos, a biossintese da uréia se da exclusivamente em processo hepético
intracelular, no qual o nitrogénio contido no aminoacido € convertido em uréia
por um ciclo enzimatico. Assim, 0s niveis séricos da uréia devem ser analisados
em conjunto com a creatinina (SODRE et al., 2007).

Pois de acordo com Sodré et al (2007), a razao uréia sérica/creatinina sérica
pode indicar estados patoldgicos diferentes. Em valor abaixo do esperado, ela
pode ser encontrada em patologias como a necrose tubular aguda, baixa
ingestdo de proteinas, condi¢des de privacdo alimentar ou reducdo da sintese
de uréia por insuficiéncia hepética. Essa razdo elevada, pode ser feita de forma
dicotomizada, onde creatinina dentro do valor de referéncia, indica diminuicao
do fluxo sanglineo renal, aumento na ingestdo protéica, ou sangramento
gastrintestinal; e creatinina acima do valor normal, denota-se presenca de

processos obstrutivos pds-renais, como tumores ou estenose de vias urinarias.

2.6. Estresse oxidativo e defesa antioxidante do organismo

O termo estresse oxidativo € utilizado para designar uma condicdo
metabdlica na qual ocorre o desequilibrio entre compostos pré-oxidantes e
antioxidantes, em favor da geracdo excessiva do primeiro, levando a um
descontrole da sinalizagdo intracelular e do mecanismo redox (FORMAN;
FUKUTO; TORRES, 2004). Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas

com consequente perda de suas funcdes biolégicas e/ou desequilibrio
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homeostatico, cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células e
tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

O dano oxidativo de biomoléculas pode levar a inativacdo enzimética,
mutacédo, ruptura de membrana, ao aumento na aterogenicidade de lipoproteinas
plasmaticas de baixa densidade e a morte celular. Dessa forma, os danos
oxidativos tém sido associados ao envelhecimento e ao desenvolvimento de
doencas cronicas, inflamatérias, degenerativas (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 2002), autoimunes, pulmonares, cardiopatias,
cancer e intoxicacao por xenobidticos (HALLIWELL et al., 1995; LABAER, 2005).
No entanto, a intensidade e patogenicidade destes desequilibrios vao depender
das concentracdes locais de espécies pro e antioxidantes, das constantes de
velocidade de reacdo com moléculas-alvo e da compartimentalizacdo celular
destes processos, em que fatores de solubilidade e difusibilidade sao
determinantes, uma vez que modificagcbes na membrana celular alteram a
passagem de ions e moléculas e podem resultar em um posterior dano ao DNA
(GROW, 2001; TELES et al, 2015).

Compostos pro-oxidantes sdo substancias enddgenas ou exdgenas que
possuem a capacidade de oxidar moléculas-alvo (HALLIWELL, 1996). Os
radicais livres sdo atomos ou moléculas, que contém nimero impar de elétrons
em sua Ultima camada eletronica, livre para se ligar a qualquer outro elétron,
conferindo alta reatividade (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990) e, portanto, séo
considerados de substancia pré-oxidantes. Eles sdo apontados como 0s
principais responsaveis pelo processo de oxidacdo nos sistemas bioldgicos
(SIES, 1993), entretanto, segundo Ferreira;Matsubara (1997), nem todos os
agentes reativos patogénicos apresentam elétrons desemparelhados em sua
dltima camada, tornando o termo radical livre pouco abrangente. No entanto,
espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
sdo termos que abrangem todas as formas reativas do oxigénio e nitrogénio,
incluindo radicais e ndo-radicais que participam da iniciacdo e progresséao das
reagbes em cadeia envolvendo a formagdo de espécies radicalares
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

A oxidagéo é parte fundamental da vida aer6bica e do nosso metabolismo
celular, dessa forma, os EROS e ERNS sé&o produzidos naturalmente ou por
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alguma disfuncdo biolégica (MITTELER et al, 2011; VISIOLI;, KEANEY;
HALLIWELL, 2000; FINKEL; HOLBROOK, 2000). No organismo, encontram-se
envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento
celular, sinalizacao intercelular e sintese de substancias biologicas importantes.
No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacao
dos lipidios de membrana (TUNEZ et al, 2005) e agressdo as proteinas dos
tecidos e das membranas (DE LA PENA; BELLON, 1997; FERNANDES et al.,
2005), carboidratos (HALLIWELL, 1999) e DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006), o que geralmente esta associado ao aparecimento de diversas doencas
(DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 2002).

Na cirrose, por exemplo, tem sido descrita alteracbes nos mecanismos
oxidantes/ antioxidantes, que se encontram em desequilibrio e contribuem em
grande parte para a necrose hepatica (PERES et al.,, 2000). Os produtos
originarios da peroxidacéo lipidica parecem estimular a expressao dos genes
responsaveis pela sintese de colageno, um dos principais componentes da
fiorose (HELLERBRAND et al., 1999; TUNEZ et al., 2005).

Dessa forma, € essencial que sistemas aerdbicos tenham o equilibrio entre
agentes oOxido-redutores e o sistema de defesa antioxidante. Para isso, as
células dos organismos vivos possuem dois sistemas de defesa contra os danos
produzidos pelos radicais livres: um sistema de defesa enzimatico e um sistema
de defesa ndo enzimético. No ultimo caso, é constituido por grande variedade
de substancias antioxidantes, que podem ter origem exdgena ou endbégena
(MACNEE, 2000; VASCONCELOS et al., 2007).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico inclui as enzimas Superoxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). Essas
enzimas agem por meio de mecanismos de prevencdo, impedindo e/ou
controlando a formacao de radicais livres e espécies nao-radicais, envolvidos
com a iniciagdo das reacbes em cadeia que culminam com propagacdo e
amplificagdo do processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos
oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

O sistema nao enzimatico é formado por compostos sintetizados pelo
organismo como € o caso da glutationa reduzida (GSH), bilirrubina,
ceruloplasmina, horménios sexuais, melatonina, coenzima Q, acido Urico e
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também os que sado ingeridos através da alimentacdo ou suplementacdo de
antioxidantes, como o acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), -
caroteno (precursor de vitamina A) e compostos fendlicos de plantas, como 0s
flavondides (SCHENEIDER; OLIVEIRA, 2004; VASCONCELOS et al., 2007
CAVALCANTE; BRUIN, 2009). Tais substancias podem agir diretamente,
neutralizando a acdo dos radicais livres e espécies ndo-radicais, ou
indiretamente, participando dos sistemas enziméticos com tal capacidade
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Essa ampla variedade se da por haver
diversas substancias que, quando presentes em baixa concentracdo comparada
a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a
oxidacdo do mesmo. Substancias com essa capacidade sdo denominadas
antioxidantes (SIES; STAHL, 1995; HALLIWELL, 2000).

Embora as defesas antioxidantes enddgenas sejam efetivas, ndo séo
totalmente eficazes, e constantemente ha formacdo de espécies reativas que
interagem em diferentes niveis com o ambiente celular antes de serem
eliminadas (AUGUSTO, 2006). Desta forma, atualmente existe um grande
interesse no estudo dos antioxidantes devido, principalmente, as descobertas
sobre o efeito da producdo excessiva dos radicais livres no organismo
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; NASSER et al., 2011).

2.7. Potencial terapéutico da melatonina

Do ponto de vista terapeutico, existem diversas substancias exdgenas que
podem prevenir o dano causado por espécies reativas, através de mecanismos
analogos aos sistemas antioxidantes enddgenos, inibindo ou prevenindo a
geracdo de radicais livres e, em outros casos, potencializando a atividade
antioxidante enzimatica ou bloqueando a amplificacdo do dano oxidativo
(DOBRETSOV et al., 1977).

A melatonina (MEL), ou N-acetil-5-metoxitriptamina, € o principal horménio
sintetizado pela glandula pineal dos vertebrados (AXELROD, 1974). Apesar da
pineal ser o principal 6rgéo de produgéo, essa indolamina também é sintetizada,

em menor quantidade, pelo corpo ciliar da iris, glandulas harderianas, glandulas
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lacrimais, linfocitos e intestino grosso (SOARES-JUNIOR et al., 2003;
CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005). Mesmo sendo produzida de forma
enddgena, as caracteristicas farmacocinéticas da MEL tém permitido que ela
seja alvo de estudos, devido aos seus possiveis beneficios quando administrada
de forma exdgena em determinadas patologias (CRUZ et al., 2005; ROSA et al.,
2010).

Atualmente, o papel regulatério da MEL nos ritmos circadianos e sazonais
esta bem estabelecido (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 1986; REITER, 1974;
REITER ,1993; MAGANHIN et al., 2008). No entanto, ha diversos estudos que
evidenciam seu envolvimento em muitas outras funcdes, tais como: na atividade
imunomoduladora (GUERRERO; REITER, 2002; CARRILLO-VICO et al., 2005),
antiinflamatéria (MAYO et al.,, 2005; CHAHBOUNI et al. 2010), nas funcdes
homeostéaticas na mitocéndria (JOU et al., 2010; PARADIES et al., 2010),
fisiopatologia reprodutiva (SOARES-JUNIOR et al., 2003) e na inibicdo da
progressdo do cancer (BLASK; SAUER; DAUCHY, 2002; JUNG-HYNES;
REITER; AHMAD, 2010; PARK et al., 2010).

Além disso, um numero crescente de estudos vém mostrando o papel da MEL
no controle do estresse oxidativo nos tecidos biolégicos (REITER et al., 2000;
ROSA et al., 2010; GALANO; TAN; REITER, 2011). Assim, a descoberta da MEL
como agente antioxidante abriu novos campos de investigacdo nas areas médica
e biolégica (TAN; CHEN; POEGGELER, 1993; YONEI et al., 2010). Segundo
Galano; Tan; Reiter (2011), o nimero por ano de publica¢@es cientificas sobre o
papel antioxidade dessa indolamina vem aumentando, pois segundo estes
autores, o interesse se justifica por haver muito a investigar e compreender,
sobre os mecanismos de accdo quanto o combate aos radicais livres.

Estudos tanto in vitro como in vivo tém demostrado que a MEL € potente
antioxidante contra os radicais hidroxila, que sdo altamente toxicos, e de radicais
derivados do oxigénio (POEGGELER et al., 1994). Pieri et al (1994)
comprovaram que a MEL apresenta o dobro da efetividade da vitamina E um
potente neutralizante do radical peroxido. Reiter, Tan e Galano (2014) também
tém estudado a capacidade de neutralizagcéo de radicais livres pela MEL em uma
grande variedade de sistemas in vitro e, a maioria dos estudos com essa
indolamina, tem proporcionado resultados satisfatérios.
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Sofic et al (2005) relataram que a MEL agiu em seu experimento como um
antioxidante universal contra os radicais peroxila (ROO¢) e hidroxila (HO+). Além
disso, esses autores perceberam que esse hormoénio é um antioxidante duas
vezes mais potente que a vitamina E, e quatro vezes mais que o acido ascorbico
ou GSH. A MEL também conseguiu inibir a fotolise aerdbia induzida com
radiacao visivel e raios ultravioleta mais rapido e de forma mais eficiente, que os
antioxidantes citados, concluindo que a melatonina pode ser a molécula principal
para proteger as células contra o estresse oxidativo.

Esse hormonio também atua como antioxidante indireto, através do aumento
da atividade das principais enzimas antioxidantes, incluindo SOD, CAT e GPx
(TOMAS-ZAPICO; COTO-MONTES, 2005). E, diferentemente de outros
antioxidantes, ndo participa do ciclo redox, o qual permite que um antioxidante,
passe a atuar como pro-oxidante e promova a formacdo de radicais livres
(CAVALCANTE; BRUIN, 2009).

A acao antioxidante da MEL parece ser ainda mais relevante devido a sua
capacidade de atravessar todas as barreiras morfofisiolégicas e de distribuir-se
amplamente nos tecidos, células e compartimentos subcelulares (TOMAS-
ZAPICO; COTO-MONTES, 2005), pois apresenta alta solubilidade em lipidios, o
que facilita sua passagem através das membranas celulares, atravessando,
inclusive a barreira hematoencefalica (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005).
Sendo assim, ap0s ser secretada, se distribui por varios tecidos corporais, ndo
€ estocada (REITER, 1991) e sua distribuicdo subcelular possibilita sua
interagdo com moléculas téxicas na totalidade da célula, reduzindo o dano
oxidativo tanto em meio lipidico quanto aquoso (TOMAS-ZAPICO; COTO-
MONTES, 2005).

Além das caracteristicas ja citadas, para Galano, Tan e Reiter (2011), a MEL
a ainda se apresenta como excelente op¢ao terapeutica contra a acdo dos
radicais livres por apresentar alto espectro antioxidante e ter toxicidade minima.
Também nédo tem sido relatado nenhum efeito secundario de importancia que
traga risco a administracao desse hormonio (REITER; CARNEIRO, 1997).

Sendo assim, apesar de as informacdes sobre 0 mecanismo ou mecanismos
gue determinam a atividade antioxidante da MEL nao ser ainda bem definido,
devido a alta complexidade dos sistemas e (GALANO; TAN; REITER, 2011;
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LEOPOLDINI; RUSSO; TOSCANO, 2011; PEREZ-GONZALEZ; GALANO,
2011), com base nos dados recolhidos na literatura, pode-se afirmar que a MEL
protege de forma eficiente contra o estresse oxidativo, por uma variedade de
mecanismos (GALANO; TAN, REITER, 2011).

Estudos também mostram que o fotoperiodo, a pinealectomia e a melatonina
exdgena podem afetar o peso e as func¢des do timo e do baco em mamiferos e
aves (PERTSOV, 2006; WRONKA et al., 2008). Visto que sdo nesses 6rgaos
onde ocorrem as respostas, as interacdes entre a MEL e o sistema imunolégico
tém sido bastante estudadas, e em praticamente todos os casos, 0 efeito
imunomodulador da resposta immune por esse hormdnio se mostraram
satisfatorios (ESQUIFINO et al., 2004; FAAS et al., 2005).

Ainda nesse contexto, estudos realizados por EI-Sokkary et al (2003),
mostraram que ratos portadores de tumor e que receberam melatonina,
apresentam aumento na atividade proliferativa de linfocitos, na sintese de DNA
em linfécitos timicos e esplénicos e na producdo de citocinas por macréfagos,
reforcando assim a teoria da acdo da MEL no sistema immune.

Dados da literatura mostram também que a pineal, principal produroa de
MEL, exerce acao direta no sistema renal (SOARES-JUNIR et al, 1999). Pishak
e Kokoshchuk (1995), verificaram que esse hormonio induz o aumento da
filtracdo glomerular de sodio e agua no filtrado urinario e estimula o transporte
tubular de soédio. Diversos estudos também comprovam a acéo anti-apoptotica
da MEL nesse 6rgao, atribuindo esta acéo principalmente as suas propriedades
antioxidantes (NAVA et al., 2000; HOIJMAN et al., 2004; BAYDAS et al., 2007).

Também se sabe que receptores de membrana, MT-1, MT-2 e MT-3, séo
amplamente distribuidos no organismo, tanto no sistema nervoso central quanto
em diversos 0rgaos e tecidos periféricos como: testiculos, ovarios, rins, pele,
adrenal, tiredide, placenta, pulmdo, rins, figado e baco (SIMMONEAUX;
RIBELAYGA, 2003; SLOMINSK et al., 2012).

Esses receptores sdo responsaveis por uma grande variedade de efeitos
intracelulares (dependendo do tecido), os quais levardao a expressao de varios
mecanismos fisiologicos importantes como: imunomodulagéo, agédo anti-
carcinogénica, regulacdo da atividades endocrinas e pigmentacdo da pele,
sendo alvos farmacolégicos cada vez mais atrativos (SLOMINSKI et al., 2012).
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Aproximadamente 300 moléculas sdo conhecidas como ligantes para os
receotores de MEL (BOUTIN et al., 2005), o que mostra a diversidade de acao
desse horménio mediado por receptores. No entanto, a MEL também
desempenha acdes independentes de receptores, demostrando seu
diversificado potencial de acdo nos mais variados 6rgdos e tecidos do corpo

humano.

57



REFERENCIAS

ACUNA-CASTROVIEJO, D.; LOWENSTEIN, P. R.; ROSENSTEIN, R. E.;
CARDINALI, D. P. Diurnal variations of benzodiapine binding in rat cerebral

cortex: disruption by pinealectomy. J. Pineal Res., v. 3, n. 2, p. 101-109, 1986.
AIRES, M. M. Fisiologia, 32 ed, Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan, 2008.

ALEYNIK, S. I.; LEO, M. A.; MA, X.; ALEYNIK, M. K.; LIEBER, C. S.
Polyenylphosphatidylcholine  prevents carbon tetrachloride-induced lipid
peroxidation while it attenuates liver fibrosis. J. Hepatol., v. 27, n. 3, p. 554-561,
1997.

AL-HABORI, M.; AL-AGHBARI, A.; AL-MAMARY, M.; BAKER, M. Toxicological
evaluation of Catha edulis leaves: a long term feeding experiment in animals. J.
Ethnopharmacol., v. 83, n. 3, p. 209-217, 2002.

ALLER, M. A; ARIAS, J. L.; GARCIA-DOMINGUEZ, J.; ARIAS, J. |.; DURAN, M;
ARIAS, J. Experimental obstructive cholestasis: the wound-like inflammatory liver

response. Fibrogenesis Tissue Repair, v. 1, n. 6, p. 0-16, 2008.

ANDRADE, P.; ROCHA, M. L.; SOFIA, C.; PRAGANA, M. L.; OLIVEIRA, M. R;;
PORTELA, F.; MONTEIRO, G. Gama-gt e doenca hepatica alcodlica. Acta
Méd.Port., v. 5, n. 3, p. 119-23, 1992.

ANDRADE, Z. A. Regresséao da fibrose hepatica. Rev Soc Bras. Med. Trop., v.
38, n. 6, p. 514-520, 2005.

ANTHONY, P. P.; ISHAK, K. G.; NAYAK, N. C.; POULSEN, H. E.; SCHEUER, P.
J.; SOBIN, L. H. The morphology of cirrhosis. Working group sponsored by the
World Health Organization. J. Clin. Pathol., v. 31, n. 5, p. 395-414, 1978.

ARENAS, I. A,; XU, Y.; LOPEZ-JARAMILLO, P.; DAVIDGE, S. T. Angiotensin Il
induced MMP-2 release from endothelial cells is mediated by TNF-a. Am. J.
Physiol. Cell. Physiol., v. 286, n. 4, p.779-784, 2004.

ASSY, N.; MINUK, G. Y. Liver regeneration: methods for monitoring and their
applications. J. Hepatol., v. 26, n. 4, p. 945-952, 1997.

58



AUGUSTO, O. Radicais Livres: Bons, maus e naturais. Oficina de Textos: Sao
Paulo, 2006, 120 p.

AXELROD J. The pineal gland: a neurochemical transducer. Sci., v. 184, n. 144,
p. 1341-1348. 1974.

BANKS, W. J. Histologia veterinaria aplicada. 22 ed. Sdo Paulo: Manole, 1992,
658 p.

BARREIROS, A. L. B. S.; DAVID, J. M.; DAVID, J. P. Estresse oxidativo: relagao
entre geracdo de espécies reativas e defesa do organismo. Quim. Nova, v. 29,
n. 1, p. 113-123, 2006.

BASKARAN, M.; PERIYASAMY, L.; RAJAGOPALAN, R. Effect of Phyllanthus
niruri on alcohol and polyunsaturated fatty acid induced oxidative stress in Liver.
Int. J. Pharm. Pharm. Sci., v. 2, n. 4, p. 58-62, 2010.

BATALLER, R.; BRENNER, D.A. Liver fibrosis. J. Clin. Invest., v. 115, n. 2, p.
209-218, 2005.

BAYDAS, G.; KOZ, S. T.; TUZCU, M.; ETEM, E.; NEDZVETSKY, V. S. Melatonin
inhibits oxidative stress and apoptosis in fetal brains of hyperhomocysteinemic
rat dams. J. Pineal Res. v. 43, n. 3, p. 225-231, 2007.

BAYNES, J. W.; DOMINICZAK, M. K. H. Bioquimica Médica. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2007. 716 p.

BEM, R. S.; LORA, F. L.; SOUZA, R. C.A.; TRIPPIA, M. A.; AMARANTE, H. M.
B.; CARMES, E. R. Correlacdo das caracteristicas do ecodoppler do sistema
porta com presenca de alteragcdes endoscoOpicas secundarias a hipertenséo
porta em pacientes com cirrose hepatica. Arq. Gastroenterol., v. 43, n. 3, p.178-
183, 2006.

BERNE, R. M.; LEVY, M. N. Fisiologia. 5 ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2000.

BERNE, R. M.; LEVY, M. N.; KOEPPEN, B.M.; STANTON, B.A. Fisiologia. 5 ed.

Rio de Janeiro: Elsevier, 2004.

59



BITENCOURT, S.; MESQUITA, F. C.; CABERLON, E.; SILVA, G. V.; BASSO, B.
S.; FERREIRA, G. A.; OLIVEIRA, J. R Capsaicin induces de-differentiation of
activated hepatic stellate cell. Biochem Cell Biol, v. 90, n. 6, p, 683-690, 2012.

BLASK, D. E.; SAUER, L. A.; DAUCHY, R. T.Melatonin as a
chronobiotic/anticancer agent: cellular, biochemical, and molecular mechanisms
of action and their implications for circadian-based cancer therapy. Curr. Top.
Med. Chem., v. 2, n. 2, p. 113-132, 2002.

BORGES, D. R. Testes hepaticos e testes de funcdo hepatica. In: MINCIS, M.
Gastroenterologia e Hepatologia: diagndéstico e tratamento. 22. Edicdo. S&o
Paulo: Lemos- editorial; 1998, p. 565-585.

BOURSIER, J.; CESBRON, E.; TROPET, A. L.; PILETTE, C. Comparison and
improvement of MELD and Child-Pugh score accuracies for the prediction of 6-
momth mortality in cirrhotic patients. J. Clin. Gastroenterol., v.43, n. 6, p. 580-
585, 2009.

BOUTIN, J. A.; AUDINOT, V.; FERRY, G.; DELAGRANGE, P. Molecular tools to
study melatonin pathways and actions. Trends Pharmacol. Sci., v. 26, n. 8, p.
412-419, 2005.

BRANDAO, D. F.; RAMALHO, L. N. Z.; RAMALHO, F. S.; ZUCOLOTO, S.;
MARTINELLI, A. L. C.; SILVA, O. C. Liver cirrhosis and hepatic stellate cells.
Acta Cir. Bras. v. 21, n. 1, 2006.

BRENNER, D. A. Molecular pathogenesis of liver fibrosis. Trans. Am. Clin.
Climatol. Assoc., v. 120, p. 361-368, 2009.

BRITO, M. V. H.; MOREIRA, R. J.; TAVARES, M. L. C.; CARBALLO, M. C. S;;
CARNEIRO, T. X.; SANTOS, A. A. S. Efeito do 6leo de copaiba nos niveis séricos
de uréia e creatinina em ratos submetidos a sindrome de isquemia e reperfusdo
renal. Acta Cir. Bras., v. 20, n. 3, p. 243-246, 2005.

CARRILLO-VICO, A.; CALVO, J. R.; ABREU, P.; LARDONE, P. J,;
GARCIAMAURINO, S.; REITER, R. J.; GUERRERO, J. M. Evidence of melatonin
synthesis by human lymphocytes and its physiological significance: possible role
as intracrine, autocrine, and/or paracrine substance. FASEB J., v. 18, n. 3, p.

537-539, 2004.
60



CARRILLO-VICO, A.; GUERRERO, J. M.; LARDONE, P.J.; REITER, R. J. A
review of the multiple actions of melatonin on the immune system. End., v. 27, n.
2, p. 189-200, 2005.

CAVALCANTE, A. G. M.; BRUIN, P. F. C. The role of oxidative stress in COPD:
current concepts and perspectives. J. Bras. Pneumol., v. 35, n. 12, p. 1227-
1237, 20009.

CHAHBOUNI, M.; ESCAMES, G.; LOPEZ, L. C.; SEVILLA, B.; DOERRIER, C.;
MUNOZ-HOYOS, A.; MOLINA-CARBALLO, A.; ACUNA-CASTROVIEJO, D.
Melatonin treatment normalizes plasma pro-inflammatory cytokines and
nitrosative/oxidative stress in patients suffering from Duchenne muscular
dystrophy. J. Pineal Res., v. 48, n.3, p. 282-289, 2010.

CHEDID, A. M. D. Regression of Human Cirrhosis. Arch. Pathol. Lab. Med., v.
124, 2000.

CHILAKAPATI, J.; SHANKAR, K.; KORRAPATI, M. C.; MEHENDALE, H. M.
Saturation toxicokinetics of thioacetamide: role in initiation of liver injury. Drug
Met. Disp., v. 33, n. 12, 2005.

CHILAKAPATI, J.; KORRAPATI, M. C.; HILL, R. A. Toxicokinetics and toxicity of
thioacetamide sulfoxide: a metabolite of thioacetamide. Toxicol., v. 230, n. 2-3,
p. 105-116, 2007.

CLAUSTRAT, B.; BRUN, J.; CHAZOT, G. The basic physiology and
pathophysiology of melatonin. Sleep Med. Ver., v. 9, n. 1, p. 11-24, 2005.

CODES, L.; SCHINONI, M. I.; FREITAS, L. A. R.; ROLIM, C. E.; MATOS, L.;
MATTEONI, L.; ANDRADE, Z.; PARANA, R. Hepatite aguda criptogénica: uma
entidade heterogénea com possibilidades de complicacdes. J. Bras. Patol. Med.
Lab.,v. 42, n. 4, p.sod 293-298, 2006.

COELHO, A. P. C. P.; GASSANI, B. C. A.; AZEVEDO, C. |.; OLIVEIRA, D. F. B,
ROCHA, D. M.; DUTRA, F. N.; RIOS, L. A.; MARTINS, R. M. F.; PENNA, F. G.
C. Abordagem da injuria renal aguda em paciente com cirrose hepatica. Rev.
Med. Minas Gerais, v. 20, n. 4, p. 144-146, 2010.

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20210854

COGLIATI, B.; PEREIRA, H. M.; DAGLI, M. L. Z.; PARRA, O. M; SILVA, J. R.
M. C.; HERNANDEZ-BLAZQUEZ, F. J. Hepatotrophic factors reduce hepatic
fibrosis in rats. Arq. Gastroenterol., v. 47, n.1, p. 79-85, 2010.

CORBIN, I. R.; MINUK, G. Y. Serial percutaneous liver biopses in laboratry rats.
Dig. Dis. Sci., v. 48, n. 10, p. 1939-1943, 2003.

COTRAN, R. S.; KUMAR, V.; COLLINS, T. Patologia celular I: lesédo e morte da
célula. In: Robins. Patologia estrutural e funcional. 62 ed. Rio de Janeiro,
Guanabara Koogan, 2000, p. 1-25.

CRUZ, A.; PADILLO, F. J.; TORRES, E.; NAVARRETE, C. M.; MUNOZz-
CASTANEDA, J. R.; CABALLERO, F. J.; 2, BRICENO, J.;: MARCHAL, T.:
TUNEZ, I.; MONTILLA, P.; PERA, C.; MUNTANE, J. Melatonin prevents
experimental liver cirrhosis induced by thioacetamide in rats. J. Pineal Res., v.
39, n. 2, p. 143-150, 2005.

CUPISTI, A,; LICITRA, R.; CHISARI, C.; STAMPACCHIA, G.; D’ALESSANDRO,
C.; GALETTA, F. Skeletal muscle and nutritional assessment in chronic renal
failure patients on a protein-restricted diet. J. Intern. Med., v. 255, n. 1, p115-
124, 2004.

CURTIN, J. F.; DONOVAN, M.; COTTER, T. G. Regulation and measurement of
oxidative stress in apoptosis. J. Immunol. Methods, v. 265, n. 1-2, p. 49-72,
2002.

DAVID, P.; ALEXANDRE, E.; CHENARD-NEU, M.; WOLF, P.; JAECH, D
RICHERT, L. Failure of liver cirrhosis induction by thiocetamide in Nagase
analbuminaemic rats. Lab. Animals, v. 36, n. 2, 158-164, 2002.

DE LA PENA, F. A.; REDONDO, B. P. Radicales libres y mecanismos
antioxidantes. Generalidades y aplicaciones en la practica clinica. Rev. Clin.
Esp., v. 197, n. 2, p. 58-70, 1997.

DE FRANCESCHI, L.; SADA, S.; ANDREOLLI, A.; ANGHEBEN, A.; MAROCCO,
S.; BISOFFI, Z. Sickle cell disease and hyperreactive malarial splenomegaly
(HMS) in young immigrants from Africa. Blood, v.106, p. 4415-4417, 2005.

62



DEKANT, W. Chemical-induced nephrotoxicity mediated by glutathione S-
conjugate formation. Toxicol. Letteres, v. 124, n. 1-3, p. 21-36, 2001.

DELHAYE, M.;LOUIS, H.;DEGRAEF, C. ;LE MOINE, O. :DEVIERE,
J.; GULBIS, B.; JACOBOVITZ, D.;ADLER, M.; GALAND, P. Relationship
between hepatocyte proliferative activity and liver functional reserve in human
cirrhosis. Hepatol., v. 23, n. 5, p. 1003-1011, 1996.

DELHAYE, M.;LOUIS, H.;DEGRAEF, C. ;LE MOINE, O. :DEVIERE,
J.; GULBIS, B.; JACOBOVITZ, D.;ADLER, M.; GALAND, P. Hepatocyte
proliferative activity in human liver cirrhosis. J. Hepatol., v. 30, n. 3, p. 461-471,
1999.

DEMMIG-ADAMS, B.; ADAMS, W. W. Antioxidants in photosynthesis and human
nutrition. Science, v. 298, n. 5601, p. 2149-2153, 2000.

DI VINICIUS, |.; BAPTISTA, A. P.; BARBOSA JR, A. A.; ANDRADE, Z. A.
Morphological signs of cirrhosis regression. Experimental observations on
carbon-tetrachloride-induced liver cirrhosis in rats. Pathol. Res. Pract., v. 201, n.
6, p. 449- 456, 2005.

DOBRETSOQV, G. E.; BORSCHEVSKAYA, T. A,; PETROV, V. A. The increase
of phospholipid bilayer rigidity after lipid peroxidation. FESB Lett., v. 84, n. 1,
p.125-128, 1997.

DUFOUR, D. R.; LOTT, J. A.; NOLTE, F. S.; GRETCH, D. R.; KOFF, R. S;;
SEEFF, L. B. Diagnosis and monitoring of hepatic injury. I. Performance
characteristics of laboratory tests. Clin. Chem., v. 46. n. 12, p. 2017-2049, 2000.

EATON, D. C.; POOLER, J. P. Fisiologia Renal de Vander, 82 Ed., Porto Alegre:
AMGH, 2016, 216p.

ELSHARKAWY, A. M.; OAKLEY, F.; MANN, D. A. The role and regulation of
hepatic stellate cell apoptosis in reversal of liver fibrosis. Apoptosis, v. 10, n. 5,
p. 927-939, 2005.

ENG, F.J.; FRIEDMAN, S.L. Fibrogenesis: I. New insights into hepatic stellate
cell activation: the simple becomes complex. Am. J. Physiol. Gastroint. Liver
Physiol., v.279, p.7-11, 2000.

63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delhaye%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Louis%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Degraef%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Moine%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devi%C3%A8re%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devi%C3%A8re%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gulbis%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobovitz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galand%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Delhaye%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Louis%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Degraef%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Moine%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devi%C3%A8re%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devi%C3%A8re%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gulbis%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobovitz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Adler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galand%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8621125
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16151628

ERTEKIN, V.; SELIMOGLU, M. A.; PIRIM, I. Familial Mediterranean fever in a
childhood population in eastern Turkey. Pediatr Int., v. 47, p. 640-644, 2005.

ESQUIFINO, A.l.; CHACON, F.; CANO, P.; MARCOS, A.; CUTRERA, R. A;; 271
CARDINALI, P. Twenty-four-hour rhythms of mitogenic responses, lymphocyte
subset 272 populations and amino acid content in submaxillary lymph nodes of
growing male rats 273 subjected to calorie restriction. J. Neuroimmunol., v.156,
n.1, p.66—73, 2004.

FAAS, M.M.; BOUMAN, A.; NIEUWENHOVEN, A.L.V.V.; SCHAAF, G.V.D.; 275
MOES, H.; HEINEMAN, M.J.; VOS, P. Species differences in the effect of
pregnancy 276 on lymphocyte cytokine production between human and rat. J.
Leukocyte Biol., v.78, 277 p.946-953, 2005.

FERNANDES, D. C.; MEDINAS, D. B.; ALVES, M. J.; AUGUSTO, O. Tempol
diverts peroxynitrite/carbon dioxide reactivity toward albumin and cells from
protein—tyrosine nitration to protein—cysteine nitrosation. Free Radical. Biol.
Med., v. 38, n. 2, p. 189, 2005.

FERREIRA, A. L. A; MATSUBARA, L. S. Radicais livres: conceitos,
doencasrelacionadas, sistema de defesa e estresse oxidativo. Rev. Ass. Med.
Brasil., v. 43, n. 1, p. 61-68, 1997.

FINKEL, T.; HOLBROOK, N. J. Oxidants, oxidative stress and the biology of
ageing. Nature, v. 408, p. 239-247, 2000.

FONTANA, L.; MOREIRA, E.; TORRES, M. I.; FERNANDEZ, M. |; RIOS, A,
MEDINA, F. S.; GIL, A. Serum amino acid changes in rats with thiocetamide-
induced liver cirrhosis. Toxicol., v. 106, n. 3, p. 197-206, 1996.

FORBES, S.J.; PAROLA, M. Liver fibrogenic cells. Best. Pract. Res. Clin.
Gastroenterol., v. 25, n. 2, p. 207-217, 2011.

FORMAN, H. J.; FUKUTO, J. M.; TORRES, M. Redox signaling: thiol chemistry
defines which reactive oxigen and nitrogen species can act as second
messengers. Am. J. Physiol. Cell. Physiol., v. 287, n. 2, p. 246-256, 2004.

FRIEDMAN, S. L. Mechanisms of hepatic fibrogenesis. Gastroenterol., v.134, n.
6, p. 1655- 1669, 2008.

64


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Forbes%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21497739

FRIEDMAN, S. L. Mechanisms of hepatic fibrosis and therapeutic implications.
Nature Clinical Practice. Gastroenterol. Hepatol., v. 1, n. 2, p. 98-105, 2004.

FRIEDMAN, S. L.; ARTHUR, M. J. P. Reversing hepatic fibrosis. Sci. Med., v.
8, n. 4, p.194-205, 2002.

FRIEDMAN, S. L.; SHEPPARD, D.; DUFFIELD, J. S.; VIOLETTE, S. Therapy for
Fibrotic Diseases: Nearing the Starting Line. Sci. Transl. Med., v. 5, n. 167, p. 1-
17, 2013.

GALANO, A.; TAN, D. X.; REITER, R. J. Melatonin as a natural ally against
oxidative stress: a physicochemical examination. J. Pineal Res.,v. 51, n. 1, p. 1-
16, 2011.

GARCIA-TSAO, G. Current management of the complications of cirrhosis and
portal hypertension: variceal hemorrhage, ascites, and spontaneous bacterial
peritonitis. Gastroenterol., v.120, n. 3, p. 726-48, 2001.

GARCIA-TSAO, G.; PARIKH, C. R.; VIOLA, A. Acute kidney injury in cirrhosis.
Hepatol., v. 48, n. 6, p. 2064-2077, 2008.

GARTNER, L. P.; HIATT, J. L. Tratado de Histologia em cores. 3.ed. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2007. pp. 279, 282-284, 289, 301, 305-307.

GEERTS, A. History, heterogeneity, developmental biology, and functions of
quiescent hepatic stellate cells. Semin. Liver Dis., v.21, p.311-335, 2001.

GEORGE, J.,; RAO, K. R.; STERN, R.; CHANDRAKASAN, G.
Dimethylnitrosamine-induced liver injury in rats: the early deposition of collagen.
Toxicol., v. 156, n. 3, p. 129-138, 2001.

GENESER, F. Histologia: com bases moleculares. 3.ed. Buenos Aires:
Médica Panamericana/ Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2003. pp. 318, 348.
5.

GIANNINI, E. G.; TESTA, R.; SAVARINO, V. Liver enzyme alteration: a guide for
clinicians. Canad. Med. Assoc. J.,v. 172, n. 3, p. 367-379, 2005.

GILMORE, I.; GARVEY, C. J.; JAUNDICE. Medicine, v. 41, n. 2, p. 99-103, 2013.

65


https://www.sciandmed.com/sm/

GOMES, B. C.; ESTEVES, C. T.; PALAZZO, I. C.; DARINI, A. L.; FELIS, G.
E.; SECHI, L. A;; FRANCO, B. D.; DE MARTINIS, E. C. Prevalence and
characterization of Enterococcus spp. isolated from Brazilian foods. Food
Microbiol., v. 25, n. 5, p. 668-675, 2008.

GONZALEZ, F.H.D.; CONCEICAO, T.R.; SIQUEIRA, A.J.S. ; LA ROSA, V.L.
VARIAC}@ES SANGUINEAS DE UREIA, CREATININA, ALBUMINA E
FOSFORO EM BOVINOS DE CORTE NO RIO GRANDE DO SUL. A Hora
Veterinaria, v.20, p.59 - 62, 2000.

GRESSNER, A. M.; WEISKIRCHEN, R.; BREITKOPF, K.; DOOLEY, S. Roles of
TGF-B in hepatic fibrosis. Front. Biosci., v. 7, p. 793-807, 2002.

GROW, A. J.; ISCHIROPOULOQOS, H. J. Nitric oxide chemistry and cellular
signaling. J. Cell. Physiol., v. 187, n.3, p. 277-282, 2001.

GRYSEELS, B.; POLMAN, K.; CLERINX, J.; KISTENS, L. Human
Schistosomiasis. The lancet, v. 368, n. 9541, p.1106-1118, 2006.

GUERRA, R. R.; TROTTA, M. R.; PARRA, O. M.; AVANZO, J. L.; BATEMAN, A,;
ALOIA, T. P. A,; DAGLI, M. L. Z.; HERNANDEZ-BLAZQUEZ, F. J. Modulation of
extracellular matrix by nutritional hepatotrophic factors in thioacetamide-induced
liver cirrhosis in the rat. Braz. J. Med. Biol. Res., v. 42, n. 11, 2009.

GUERRERO, J. M.; REITER, R. J. Melatonin-immune system relationships.
Curr: Top. Med. Chem., v. 2, n. 2, p. 167-179, 2002.

GUYTON, A. C.; HALL, J. E. Tratado de fisiologia médica. 122 ed, Elsevier
Health Sciences, 2011.

HAJOVSKY, H.;HU, G.;KOEN, Y.;SARMA, D.;CUl, W.;MOORE, D.
S.; STAUDINGER, J. L.;HANZLIK, R. P. Metabolism and toxicity of
thioacetamide and thioacetamide S-oxide in rat hepatocytes. Chem. Res.
Toxicol., v. 25, n. 9, p. 1955-1963, 2012.

HAKATEYAMA, Y.; ONO, T.; SAKUMA, H.; KOYOMA, Y.; INOUE, N,
TAKENOSHITA, S.; OMATA, S. Usefulness of the tactile sensor for estimating
the degree of liver fibrosis and the DNA syntesis activity of remnant liver cells
after partial hepatectomy. Fukushima J. Med. Sci., v. 48, n. 2, p. 93-101, 2002.

66


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esteves%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Palazzo%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Darini%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Felis%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Felis%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sechi%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franco%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Martinis%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18541165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hajovsky%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hu%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sarma%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cui%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moore%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moore%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staudinger%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanzlik%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22867114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22867114

HALLIWELL B. Why and how should we measure oxidative DNA damage in
nutricional studies? How far have we come? Am. J. Clin. Nutr., v. 72, n. 5, p.
1082-1087, 2000.

HALLIWELL, B. Antioxidants: the basics--what they are and how to evaluate
them. Adv. Pharmacol., v. 38, p. 3-20, 1996.

HALLIWELL, B., AESCHBACH, R., LOLINGER, J., ARUOMA, O.l. The
characterization on antioxidants. Food and Chem. Toxicol., v.33, n.7, p.601-
617, 1995.

HALLIWELL, B.; WHITEMAN, W. Measuring reactive species and oxidative
damage in vivo and in cell culture: How should you do it and what do the results
mean?Brit. J. Pharmacol., v. 142, n. 2, p. 231-55, 2004.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. C. Role of free radicals and catalytic metal

ions in human disease: an overview. Met. Enzymol., v. 186, p. 1-85, 1990.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. C.; Free Radicals in Biology and
Medicine, 5th ed., Claredon Press: Oxford, 1999.

HEIDELBAUGH, J. J.; SHERBONDY, M. Cirrhosis and chronic liver faluire: part
[I. Complications and treatment. Am. Fam. Physician., v. 74, n. 5, p. 767-776,
2006.

HELLERBRAND C, STEFANOVIC B, GIORDANO F, BUCHARDT ER,
BRENNER DA. The role of TGF betal in initiating hepatic stellate cell activation
in vivo. J. Hepatol., v. 30, n. 1, p. 518-522, 1999.

HERNANDEZ-GEA, V.; FRIEDMAN, S. L. Pathogenesis of liver fibrosis. Annu
Ver. Pathol. v. 6, p. 425-456, 2011.

HOIIJMAN, E.; ROCHA VIEGAS, L.; KELLER SARMIENTO, M. |.; ROSENSTEIN,
R. E.; PECCI, A. Involvement of Bax protein in the prevention of glucocorticoid-
induced thymocytes apoptosis by melatonin. Endocrinology, v.145,n. 1, p. 418-
425, 2004.

HOULIHAN, D. D.; ARMSTRONG, M. J.; NEWSOME, P. N. Investigation of
jaundice. Med., v. 39, n. 9, p. 518-522, 2011.

67


https://www.researchgate.net/researcher/39982252_Matthew_Whiteman
https://www.researchgate.net/journal/0007-1188_British_Journal_of_Pharmacology

IIDA, V. H.; SILVA, T. J. A.; SILVA, A. S. F.; SILVA, L. F. F.; ALVES, V. A. F.
Cirrose hepética: aspectos morfoldgicos relacionados &s suas possiveis
complicagbes. Um estudo centrado em necropsias. J. Bras. Patol. Med. Lab., v.
41, n.1, p. 29-36, 2005.

IREDALE, J. P. Models of liver fibrosis: exploring the dynamic nature of
inflammation and repair in a solid organ. J. Clin. Invest., v. 117, n. 3, p. 539-548,
2007.

JEONG, D. H.; JANG, J. J,; LEE, S. J.; LEE, J. H.; LIM, |. K,; LEE, M. J.; LEE, V.
S. Expression patterns of cell cycle-related proteins in a rat cirrhotic model
induced by CCI4 or thiocetamide. J. Gastroenterol., v. 36, n. 1, p. 24-32, 2001.

JOU, M. J.; PENG, T. I.; HSU, L. F.; JOU, S. B.; REITER, R. J.; YANG, C. M.;
CHIAO, C. C,; LIN, Y. F.; CHEN, C. C. Visualization of melatonin’s multiple
mitochondrial levels of protection against mitochondrial Ca?*- mediated
permeability transitionand beyond in rat brain astrocytes. J. pineal Res., v. 48,
n. 1, p. 20-38, 2010.

JUNG-HYNES, B.; REITER, R. J.; AHMAD, N. Sirtuins, melatonin and circadian
rhythms: building a bridge between aging and cancer. J. Pineal Res., v. 48, n. 1,
p. 9-19, 2010.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Histologia bésica: texto e atlas. 12.ed. Rio
de Janeiro: Guanabara Koogan, 2013. pp. 258, 267-268.

KANEKO, J.J., HARVEY, JW., BRUSS, M.L. Clinical Biochemistry of
Domestic Animals. 62 ed., San Diego: Academic Press, 2008, 932p.

KARANTONIS, H. C.; GRIBILAS, G.; STAMOULIS, I.; GIAGINIS, C.,;
SPILIOPOULOU, C.; KOURAKLIS, G.; DEMOPOULOS, C.; THEOCHARIS, S.
E. Platelet-Activating Factor Involvement in  Thioacetamide-Induced
Experimental Liver Fibrosis and Cirrhosis. Digest. Diseases and Sci., v. 55, n.
2, p. 276-284, 2010.

KINNMAN, N.; HOUSSET, C. Peribiliary myofibroblasts in biliary type liver
fibrosis. Front. Biosci., v. 7, p. 496-503, 2002.

68


http://link.springer.com/journal/10620

KISSELEVA. T.; BRENNER, D. A. Anti-fibrogenic strategies and the regression
of fibrosis. B. Pract. R. Clin. Gastroenterol., v. 25, n. 2, p.305-317, 2011.

KOLIOS, G.; VALATAS, V.; KOUROUMALIS, E. Role of Kupffer cells in the

pathogenesis of liver disease. World. J. Gastroenterol., v. 12, n. 46, 2006.

KONG, X.; HORIGUCHI, N.; MORI, M.; GAO, B. Cytokines and STATSs in Liver
Fibrosis. Front Physiol, v. 3, n.69, 2012.

LABAER, J. So, you want to look for biomarkers (introduction to the special
biomarkers issue). J. Proteome Res., v. 4, n.4, p. 1053-1059, 2005.

LALEMAN, W.;VANDER ELST, |.; ZEEGERS, M.; SERVAES, R.; LIBBRECHT,
L.; ROSKAMS, T.; FEVERY, J.; NEVENS, F. A stable model of cirrhotic portal
hypertension in the rat: thioacetamide revisited. Eur. J. Clin. Invest., v. 36, n. 4,
p. 242-249, 2006.

LAMAS, O.; MARTINEZ, J.A.; MARTI, A. Decreased splenic mRNA expression
levels of TNF-alpha and IL-6 in diet-induced obese animals. J. Physiol.
Biochem. v.60, p. 279-283, 2004.

LARSON, A.M.; POLSON, J.; FONTANA, R.J.; DAVERN, T.J.; LALANI, E.;
HYNAN, L.S.; REISCH, J.S.; SCHIA, D.T.F.V.; OSTAPOWICZ, G.; SHAKIL,
A.O.; LEE, W.M. Acute Liver Failure Study Group. Acetaminophen-induced acute
liver failure: results of a United States multicenter, prospective study. Hepatol.,
V.42, n. 6, p.1364-1372, 2005.

LE COUTEUR, D. G.;WARREN, A, COGGER, V. C.;SMEDSR@D,
B.; SORENSEN, K. K.; DE CABO, R.; FRASER, R.; MCCUSKEY, R. S. Old age
and the hepatic sinusoid. Anat. Rec, v. 291, n. 6, p. 672-683, 2008.

LEE, E. -S.; KIM, J. -H.; IM, S.; LEE, K. B.; SOHN, S.; KANG, W. H. Application
of computerized image analysis in pigmentary skin diseases. Int. J. Dermatol.,
v. 40, n. 1, p. 45-49, 2001.

LEOPOLDINI M, RUSSO N, TOSCANO M. The molecular basis of working
mechanism of natural polyphenolic antioxidants. Food Chem., v. 125, n. 2, p.
288-306, 2011.

69


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laleman%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16620286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vander%20Elst%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16620286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zeegers%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16620286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Servaes%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16620286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Libbrecht%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16620286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Libbrecht%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16620286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roskams%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16620286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fevery%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16620286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nevens%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16620286
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16620286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Couteur%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18484614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Warren%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18484614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cogger%20VC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18484614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smedsr%C3%B8d%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18484614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smedsr%C3%B8d%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18484614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%B8rensen%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18484614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Cabo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18484614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fraser%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18484614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCuskey%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18484614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18484614

LI, H.; HOU, S.; WANG, W.; YANG, L.; LI, Y.; TAN, J. In vitro effects of metal ions
on lipid peroxidation induced by alcohol in mice liver homogenate. J. Environm.
Biol., v. 4,n. 4, p. 423-428, 2003.

LI, X.; BENJAMIN, I. S.; ALEXANDER, B. Reproducible production of
thiocetamide-induced macronodular cirrhosis in the rat with no mortality. J.
Hepato-Biliary Panc. Sur., v. 36, n. 4, p. 488-493, 2002.

LOOMBA, R. Serum y-glutamyltranspeptidase predicts all-cause, cardiovascular
and liver mortality in older adults. J. Clin. Expe. Hepatol., v. 3, n. 1, p. 4-11,
2013.

LUO, D. Z.; VERMIJLEN, D.; AHISHALI, B.; TRIANTIS, V.; PLAKOUTSI, G.;
BRAET, F.; VANDERKERKEN, K.; WISSE, E. On the cell biology of pit cells, the
liver-specific NK cells. World J. Gastroenterol., v. 15, n. 6, p. 1-11, 2000.

LYRA, A.C.;SOARES, M.B.; DA SILVA, L.F.; FORTES, M.F.; SILVA, A.G,;
MOTA, A.C.; OLIVEIRA, S.A.; BRAGA, E.L.;.DE CARVALHO, W.A.;GENSER, B.;
DOS SANTOS, R.R.; LYRA, L.G. Feasibility and safety of autologous bone
marrow mononuclear cell transplantation in patients with advanced chronic liver
disease. World J. Gastroenterol., v. 13, p. 1067-1073, 2007.

MACNEE, W. Oxidants/antioxidants and COPD. Chest., v. 117, n. 5, suppl 1, p.
303S-3017S, 2000.

MAGANHIN, C. C.; CARBONEL, A. A. F.; HATTY, J. H.; FUCHS, L. F. P,
OLIVEIRA-JUNIOR, I. S.; SIMOES, M. J.; SIMOES, R. S.; BARACAT, E. C;;
SOARES-JUNIOR, M. J. Efeitos da melatonina no sistema genital feminino:
breve revisdo. Assoc. Med. Bras, v. 54, n. 3, 2008.

MALHI, H.L; GUICCIARDI, M. E.; GORES, G. J. Hepatocyte death: a clear and
present danger. Physiol. Rev., v. 90, n. 3, p. 1165-1194, 2010.

MANJO, G.; JORIS, I. Cell injury and cell death. In: Cells tissues and disease-
principles of general pathology. New York: Oxford University Press, 22 ed, p.
185- 245, 2004.

MANNING, D.; AFDHAL, N. Diagnosis and quantitation of fibrosis.
Gastroenterol., 134, n. 6, p. 1670-1681, 2008.

70


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luo%20DZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11819514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vermijlen%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11819514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahishali%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11819514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Triantis%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11819514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Plakoutsi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11819514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braet%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11819514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanderkerken%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11819514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wisse%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11819514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4723571/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lyra%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soares%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=da%20Silva%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fortes%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silva%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mota%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oliveira%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Braga%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Carvalho%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Genser%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=dos%20Santos%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lyra%20LG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17373741
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4723571/

MARRA, F.; CHOUDHURY, G.G.; PINZANI, M.; ABBOUD, H.E. Regulation of
platelet-derived growth factor secretion and gene expression in human liver fat-
storing cells. Gastroenterol., v.107, n. 4, p.1110-1117, 1994.

MASUMI, S.; MORIYAMA, M.; KANNAN, Y.; OHTA, M.; KOSHITANI, O,
SAWAMOTO, O.; SUGANO, T. Changes in hepatic nitrogen metabolism in
isolated perfused livers during the development of thioacetamide-induced
cirrhosis in rats. Toxicol., v. 135, n. 11, p. 21-31, 1999.

MAYO JC, SAINZ RM, TAN DX, HARDELAND R, LEON J, RODRIGUEZ C.;
REITER, R. J. Anti-inflammatory actions of melatonin and its metabolites, N1-
acetyl-N2-formyl-5- methoxykynuramine (AFMK) and N1-acetyl-5-
methoxykynuramine (AMK), in macrophages. J. Neuroimmunol., v.165, n. 1-2,
p. 139-149, 2005.

MATTOS, A. A.; DANTAS-CORREA, E. B. Tratado de Hepatologia. 1° EDICAO,
RUBIO LTDA, 2010, 1024 p.

MCCORMICK, P. A. Hepatic cirrhosis. In: DOOLEY, J. S, LOK, A.;
BURROUGHS, A. K.; HEATHCOTE, J. Sherlock’s Diseases of the Liver and
biliary system. 12 ed. Chichester, West Sussex: Wiley-Blackwell, 2011, 792 p.

METRA, M.; COTTER, G.; GHEORGHIADE, M.; DEI CAS, L.; VOORS, A. A. The
role of the kidney in heart failure. Eur. Heart J. v. 33, n. 17, p. 2135-2142, 2012.

MINCIS, M.; MINCIS, R. Enzimas hepéaticas: por que sdo importantes para o
estudo de patologias do figado. Pratica Hosp., v. 51, p. 44-48, 2007.

MINUK, G. Y. Canadian Association of Gastroenterology Practice Guidelines:
evaluation of abnormal liver enzyme tests. Can. J. Gastroenterol., v. 12, n. 6, p.
417-421, 1998.

MITCH, W. E. Insufuciéncia renal aguda. In: Gildman L, Bennett JC. Cecil:
Tratado de Medicina Interna. 21 ed. Rio de Janeiro (RJ): Guanabara Koogan;
2001.

MITTLER, R.; VANDERAUWERA, S.; SUZUKI, N.; MILLER, G.; TOGNETTI, V.
B.; VANDEPOELE, K.; GOLLERY, M.; SHULAEV, V.; VAN BREUSEGEM, F.
ROS signaling: the new wave? Trends Plant Sci. v. 16, n.6, p. 300-9, 2011.

71


http://www.wiley.com/WileyCDA/Section/id-302475.html?query=Anna+Lok
http://www.wiley.com/WileyCDA/Section/id-302475.html?query=Andrew+K.+Burroughs
http://www.wiley.com/WileyCDA/Section/id-302475.html?query=Jenny+Heathcote
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mittler%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanderauwera%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suzuki%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tognetti%20VB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tognetti%20VB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vandepoele%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gollery%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shulaev%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Breusegem%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21482172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21482172

MOREIRA, E.; FONTANA, L.; TORRES, M. |.; FERNANDEZ, I.; RIOS, A;;
SANCHEZ DE MEDINA, F.; GIL, A. Dietary long-chain polyunsaturated fatty
acids influence the recovery of thiocetamideinduced livers cirrhosis in rats. J.
Paren. Enteral Nutri., v. 19, n. 6, p. 461-469, 1995.

MOTTA, V. T. Biogquimica clinica: principios e interpretacfes. Editora:
Médica Massau, vol. 9, 2000.

MOTTA, V. T. Bioquimica clinica: principios e interpretacfes. 52 ed.
Medbook, 2009.

NAVA, M.; ROMERO, F.; QUIROZ, Y.; PARRA, G.; BONET, L.; RODRIGUEZ-
ITURBE, B. Melatonin attenuates acute renal failure and oxidative stress induced
by mercuric chloride in rats. Am. J. Physiol., v. 279, n. 5, p. 910-918, 2000.

NASSER, A. L. M.; DOURADO, G. K.; MANJATE, D. A.; CARLOS, I. Z.; CESAR,
T. B. Avaliacéo do estresse oxidativo no sangue de consumidores habituais de

suco de laranja. Ver. Ciénc. Farm. Basica Apl., v. 32, n. 2, p.275-279, 2011.

NATARAJAN, S. N.; THOMAS, S.; RAMAMOORTHY, P.; BALASUBRAMANIAN,
K. Oxidative stress in the development of liver cirrhosis: a comparison of two
different experimental models. J. Gastroenterol. Hepatol., v. 21, n. 6, p. 947-
957, 2006.

NUNES, G. L. S. Avaliacdo da funcdo renal em pacientes hipertensos. Rev.
Bras. Hipertens., v. 14, n. 3, p. 162-166, 2007.

OSTERREICHER, M. P.: OSTERREICHER, C. H.: TRAUNER, M. Fibrosis in
Autoimmune and Cholestatic Liver Disease. Best Pract. Res. Clin.
Gastroenterol., v. 25, n. 2, p. 245-258, 2011.

OVALLE, W. K.; NAHIRNEY, P. C. Netter Bases da Histologia. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2008. pp. 354, 357.

PAES-BARBOSA, F. C.; FERREIRA, F. G.; SZUTAN, L. A. Planejamento preé-
operatorio em hepatectomias. Rev. Col. Bras. Cir., v. 37, n. 5, p. 370-375, 2010.

PAKU, S.; SCHNUR, J.; NAGY, P.; THORGEIRSSON, S. S. Originand structural
evolution of the early proliferating oval cells in rat liver. Am. J. Pathol., v. 158, n.
4, p. 1313-1323, 2001.

72


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11290549

PARADIES, G.; PTROSILLO, G.; PARADIES, V.; REITER, R. J.; RUGGIERO, F.
M. Melatonin, cardiolipin and mitochondrial bioenergetics in healt and disease. J.
Pineal Res., v. 48, n. 4, p. 297-310, 2010.

PARK, S. Y; JANG, W. J.; Yi EY; JANG, J. Y.; JUNG, Y.; JEONG, J. W.; KIM, Y.
J.Melatonin suppresses tumor angiogenesis by inhibiting HIF-1alpha stabilization
under hypoxia. J. Pineal Res., v. 48, n. 2, p. 178-184, 2010.

PARMAR, M. S. Chronic renal disease: early identification and active
management of patients with renal impairment in primary care can improve
outcomes. BMJ, v. 325, n. 7355, p. 85-90, 2002.

PASSOS, C. C.; FERREIRA, A. O.; BLAZQUEZ, F. J. H.; GUERRA, R. R.
Modelos experimentais para indugéo de cirrose hepéatica em animais: Revisdo
de literatura. Biotemas, v. 23, n. 2, p. 183-190, 2010.

PATEL T. Apoptosis in hepatic pathophysiology. Clin. Liver Dis., v. 4, n. 2, p.
295—317, 2000.

PAWA, S.; ALI, S. Liver necrosis and fulminant hepatic failure In: rats protection
by oxyanionic form of tungsten. Bioch. Biophys. Acta, v. 1688, n. 3, p. 210-222,
2004.

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. Arqg. Gastroenterol., v. 45, n. 2, p. 156-162, 2008.

PERES, W.; TUNION, M. J.; HERMANN, S.; MARRONI, N.; GONZALEZ-
GALLEGO, J. The flavanoid quercetin ameliorates liver damage in rats with biliary
obstruction. J. Hepatol., v. 33, n. 5, p. 742-750, 2000.

PEREZ-GONZALEZ, A.; GALANO, A. OH radical scavenging activity of
edaravone: mechanism and kinetics. J. Phys. Chem., v. 115, n. 5, p. 1306-1314,
2011.

PESTKA, S.; KRAUSE, C. D.; SARKAR, D.L. Interleukin-10 and related cytokines
and receptors. Annu Rev. Immunol. v. 22, p. 929-979, 2004.

PERTSOV, S. Effect of melatonin on the thymus, adrenal glands, and spleen in
rats during acute stress. B. Exp. Biol. Med., v.141, p.292-295, 2006.

73


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jang%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jung%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeong%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20449875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez-Gallego%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11097482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez-Gallego%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11097482

PETROIANU, A. Esplenomegalia induzida por drogas, Acta Med. Port. v. 24, n.
4, p. 977-982, 2011.

PETROIANU, A.; ANDRADE, M. A. C.; NETO, R. B. Laparoscopic subtotal
splenectomy. Surg. Laparosc. Endosc. Percutan Tech., v. 18, p. 94-97, 2008.

PETROIANU, A.; NETO, R. B. Laparoscopic subtotal splenectomy. Minerva
Chir., v. 59, n. 5, p. 501-505, 2004.

PIERI, C.; MARRA, M.; MORONI, F.; DECCHIONI, R.; MARCHESELLI, F.
Melatonin: A peroxyl radical scavenger more effective than vitamin E. Life Sci.,
v.55,n. 5, p. 271-276, 1994.

PISHAK, V. P.; KOKOSHCHUK, H. I. The renal effects of melatonin in intact and
epiphysectomized rats. Fiziol. Zh, v. 41, p. 23-26,1995.

POEGGELER, B.; SAARELA, S.; REITER, R. J.; TAN, D. X.; CHEN, L. K;;
MANCHESTER, L. C. Melatonin-A highly potent endogenous radical scavenger
and electron donor: New aspects of the oxidation chemistry of this indole
accessed in vitro. Ann. N. Y. Acad. Sci., v. 738, n. 1, p. 419-420, 1994.

POPPER, H.; KENT, G. Fibrosis in chronic liver diseases. Clin. Gastroenterol.,
v.4,n. 2, p. 315-332, 1975.

PORTER, W. R.; GUDZINOWCZ, M. J.; NEAL, R. A. Thioacetamide-induced
hepatic necrosis. Il. Pharmacokinetics of thioacetamide and thioacetamide-S-
oxide in the rat. J. Pharmacol. Exp. Ther., v. 208, n. 3, p. 386 —391, 1979.

PORTER, W. R.; NEAL, R. A. Metabolism of thioacetamide and thioacetamide-
S-oxide by rat liver microsomes. Drug Metab. Dispos., v. 6, n. 4, p. 379 —-388,
1978.

PRATT, D. S.; KAPLAN, M. M. Evaluation of the liver: laboratory tests. In:
SCHIFF, E. R. Ed. Schiff’s diseases of the live. 8th ed. Philadelphia, PA:
Lippincott, 1999.

RAMADORI, G.; MORICONI, F.; MALIK, I.; DUDAS, J. physiology and
pathophysiology of liver inflammation, damage and repair. J. Physiol.
Pharmacol., v. 59, n. 1, p. 107-117, 2008.

74



RAMADORI, G.; SAILE, B. Portal tract fibrogenesis in the liver. Lab. Invest.,
v.84, p.153-159, 2004.

RAO, J. Molecular mechanisms of glioma invasiveness: the role of proteases.
Nat. Rev. Cancer, v. 3, n. 7, p. 489-501, 2003.

REITER, R. J. Circannual reproductive rhythms in mammals related to
photoperiod and pineal function: a review. Chronobiol., v. 1, n. 4, p. 365-395,
1974.

REITER, R. J. Pineal melatonin: cell biology of its synthesis and of its
physiological interactions. Endocr. Ver.,v. 12, n. 2, p, 151-180, 1991.

REITER, R. J. The melatonin rhythm: both a clock and a calendar. Experientia,
v. 49, n. 8, p. 654-664, 1993.

REITER, R. J.; CARNEIRO, R. C.; OH, C. S. Melatonin in relation to cellular
antioxidative defense mechanisms. Horm. Metab. Res., v. 29, n. 8, p. 363-372,
1997.

REITER, R. J.; TAN, D. X.; GALANO, A. Melatonin: exceeding expectations.
Physiology (Bethesda), v. 29, n. 5, p. 325-333, 2014.

REITER, R. J.; TAN, D. X.; Ql, W.; MANCHESTER, L. C.; KARBOWNIK, M.;
CALVO, J. R. Pharmacology and physiology of melatonin in the reduction of
oxidative stress in vivo. Biol. Signals Recept., v. 9, n. 3-4, p 160-171, 2000.

RHODEN, E. L.; MAURI, M.; PETTEFFI, L.; BELLU-KLEIN, A.; RHODEN, C.R.
O estresse oxidativo na cirrose hepatica induzida por tetracloreto de carbono em
ratos. Gastroenterol. Endosc. Dig., v. 16, n. 2, p. 47-51,1997.

RIELLA, C. M. Principios de nefrologia e disturbios hidroeletroliticos. 32 ed.

Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1996.

RON, D.; WALTER, P. Signal integration in the endoplasmic reticulum unfolded
protein response. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., v. 8, n. 7, p. 519-529, 2007.

ROSA, D. P.; BONA, S.; SIMONETTO, D.; ZETTLER, C.; MARRONI, C. A,
MARRONI, N. P. Melatonin protects the liver and erythrocytes against oxidative

stress in cirrhotic rats. Arq. Gastroenterol., v. 47, n.1, 2010.

75



ROSE, N. R. Mechanisms of autoimmunity. Semin. Liver Dis., v. 22, p. 387-394,
2002

ROSS, M. H.; PAWLINA, W. Histologia: texto e atlas, em correlagdo com
Biologia celular e molecular. 62 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2012.
pp. 450-451, 468-471.

SANTOS, N. S. J.; DRAIBE, S. A.; KAMIMURA, M. A.; CUPPARI, L. Albumina
sérica como marcador nutricional de pacientes em hemodialise. Rev. nutrigcéo,
v. 17, n. 3, p. 339-349, 2004.

SANZ, N.; DIEZ-FERNANDEZ, C.; FERNANDEZ-SIMON, L.; ALVAREZ,
A.; CASCALES, M. Necrogenic and regenerative responses of liver of newly
weaned rats against a sublethal dose of thioacetamide. Biochim. Biophys.
Acta, v. 1384, n. 1, p. 66-78, 1998.

SARASTE, A.; PULKKI, K. Morphologic and biochemical hallmarks of apoptosis.
Cardiovasc. Res., v. 45, n. 3, p. 525-537, 2000.

SCHINDHELM, R. K.; DIAMANT, M.; DEKKER, J. M.; TUSHUIZEN, M.
E.; TEERLINK, T.; HEINE, R. J. Alanine aminotransferase as a marker of non-
alcoholic fatty liver disease in relation to type 2 diabetes mellitus and
cardiovascular disease. Diabetes Metab. Res. Rev., v. 22, n. 6, p. 437-343,
2006.

SCHIONI, M. I. Fisiologia Hepatica Fisiologia Hepatica. Gaz. méd. Bahia, v. 76,
n.1, p. S5-S9, 2006.

SCHNEIDER, C. D.; OLIVEIRA, A. R. Radicais livres de oxigénio e exercicio:
mecanismos de formacgdo e adaptacao ao treinamento fisico. RBME, v.10, n. 4,
p. 314-318, 2004.

SCHUPPAN, D.; AFDHAL, N. H. Liver cirrhosis. Lancet., v. 371, n. 9615, p. 838-
851, 2008.

SCHUPPAN, D.; RUEHL, M.; SOMASUNDARAM, R.; HAHN, E.G. Matrix as a
modulator of hepatic fibrogenesis. Semin. Liver Dis., v. 21, p. 351-372, 2001.

SEELEY, R.R., STEPHENS, T.D., TATE, P. Anatomy & Physiology. In: Seeley
et al... Aparelho Urinério. 62 Edicdo. McGraw-Hill Companies. 2003, p. 990-992.

76


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanz%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9602062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%ADez-Fern%C3%A1ndez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9602062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fern%C3%A1ndez-Sim%C3%B3n%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9602062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alvarez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9602062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alvarez%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9602062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cascales%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9602062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saraste%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10728374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pulkki%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10728374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schindhelm%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16832839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diamant%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16832839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dekker%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16832839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tushuizen%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16832839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tushuizen%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16832839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Teerlink%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16832839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heine%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16832839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16832839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schuppan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18328931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Afdhal%20NH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18328931
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18328931

SHERLOCK, S.; DOOLEY, J. Diseases of the liver and biliary system. 9th ed.
Oxford: Blackwell Scientific Publications. 1993.

SHERLOCK, S.; DOOLEY, J. Doencas do figado e do sistema biliar.
Guanabara Koogan, 2004, 599 p.

SIES, H. Strategies of antioxidant defence. Review. Euro. J. Biochem., v. 215,
n. 2, p. 213219, 1993.

SIES, H., STAHL, W. Vitamins E and C, B-carotene, and other carotenoids as
antioxidants. Am. J. Clin. Nutrition, v. 62, n. 6, p. 1315-1321, 1995.

SIMMONNEAUX, V.; RIBELAYGA, G. Generation of melatonin endocrine
message in mammals: a riview of the complex regulation of melatonin sinthesis
by norepinephrine, peptides and other pineal transmitters. Pharmacol. Rev., v.
55, p. 325-395, 2003.

SLOMINSKI, R. M.; REITER, R. J.; SCHALABRITZ-LOUTSERVITCH, N
OSTROM, R. S.; SLOMINSKI, A. T. Melatonin membrane receptors in peripheral
tissues: distribuition and functions. Mol. Cellular Endocrinol., v. 351, p. 152-
166, 2012.

SMELTZER, S. G.; BARE, B. G. Tratado de enfermagem meédico-cirargica.
102 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. 2005, 2396 p.

SOARES-JUNIOR, J. M.; BARACAT, E. C.; OLIVEIRA, S.; HAIDAR, M. A
SIMOES, M. J.; REIS, L. C. Influéncia da Glandula Pineal sobre a Ingestéo de
Agua e NaCl em Ratas Normais e Ooforectomizadas. RBGO, v. 21, n. 6, p. 317-
321, 1999.

SOARES-JUNIOR, J. M.; SIMOES, R. S.; SIMOES, M. J.; BARACAT, E. C.
Aspectos moleculares dos receptores de melatonina e sua acéo na reproducao.
Femina, v. 31, n. 6, p. 495-500, 2003.

SODRE, F. L.; COSTA, J. C. B.; LIMA, J. C. Avaliacdo da funcéo e da les&o
renal: um desafio laboratorial. J. Bras. Patol. Med. Lab, v. 43, n. 5, p. 329-337,
2007.

77


https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Sheila+Sherlock%22
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22James+Dooley%22
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Sheila+Sherlock%22
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22James+Dooley%22

SOFIC, E.; RIMPAPA, Z.; KUNDUROVIC, Z.; SAPCANIN, A.; TAHIROVIC, I.;
RUSTEMBEGOVIC, A.; CAO, G. Antioxidant capacity of the neurohormone
melatonin. J. Neural Transm., v. 112, n. 3, p. 349-58, 2005.

SOYLU, A.; AYDOGDU, N.; BASARAN, U.; ALTANER, S.; TARCIN, O.; GEDIK,
N.; UMIT, H.; TEZEL, A.; DOCKMECI, G.; BALOGLU, H.; TURE, M., KUTLU, K.;
KAYMAK, K. Antioxidants vitamin E and C attenuate hepatic fibrosis in biliary-
obstructed rats. World J. Gastroenterol., v. 42, n. 12, p. 6835-6841, 2006.

SPIRA, G.; MAWASI, N.; PAIZI, M.; ANBINDER, N.; GENINA, O.; ALEXIEV, R;
PINES, M. Halofuginone, a collagen type | inhibitor improves liver regeneration
in cirrhotic rats. J. HepatoBiliary Panc. Sur., v. 37, n. 3, p. 331-339, 2002.

STALKER, M. J.; HAYES, M.A. Liver and biliary system, p.297-388. In: MAXIE
M.G. (ED.), JUBB, K. V. F.; KENNEDY, P. C.; PALMER, N. Pathology of
Domestic Animals. v. 2, 52 ed. Saunders Elsevier, Philadelphia. 2007, 771p.

SUBEQ, Y. M.; KE, C. Y.; LIN, N. T.; LEE, C. J.; CHIU, Y. H.; HSU, B. G.
Valsartan decreases TGF- 31 production and protects against chlorhexidine
digluconate-induced liver peritoneal fibrosis in rats. Cytokine, v.53, n. 2, p.223—
230, 2011.

SUN, F.; HAYAMI, S.; OGIRI, Y.; HARUNA, S.; TANAKA, K.; YAMADA, Y,
TOKUMARU, S.; KOJO, S. Evaluation of oxidative stress based on lipid
hydroperoxide, vitamin C and vitamin E during apoptosis and necrosis caused by
thioacetamide in rat liver. Biochim. Biophys. Acta, v. 1500, n. 2, p. 181-185,
2000.

TAN, D. X.; CHEN, L. D.; POEGGELER, B. Melatonin: a potent, endogenous
hydroxyl radical scavenger. Endocr. J., v. 1, p.57— 60, 1993.

TANJORE, H.; LAWSON, W. E.; BLACKWELL, T. S. Endoplasmatic reticulum
stress as pro-fibrotic stimulus. Biochim. Biophys. Acta, v.1832, n. 7, p. 940-
947, 2013.

TELES, Y. C. F.; MONTEIRO, R. P.; OLIVEIRA, M. S.; RIBEIRO-FILHO, J. O
papel do estresse oxidativo na sindrome metabdlica. J. Health Sci. Inst., V. 33,
N. 1, P. 89-93, 2015.

78


https://books.google.com.br/books?id=vizLBAAAQBAJ&pg=PA353&dq=Pathology+Domes.+Animals.&hl=pt-BR&sa=X&ved=0ahUKEwjvtNWB59XOAhUCDJAKHeEODmsQ6AEIHjAA
https://books.google.com.br/books?id=vizLBAAAQBAJ&pg=PA353&dq=Pathology+Domes.+Animals.&hl=pt-BR&sa=X&ved=0ahUKEwjvtNWB59XOAhUCDJAKHeEODmsQ6AEIHjAA
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443999001003
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443999001003
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443999001003
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443999001003
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443999001003
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443999001003
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443999001003
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443999001003
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09254439
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09254439/1500/2

TENGATTINI, S.; REITER, R. J.; TAN, D. X.; TERRON, M. P.; RODELLA, L.
F.; REZZANI, R. Cardiovascular diseases: protective effects of melatonin. J.
Pineal Res., v. 44, n. 1, p. 16-25, 2008.

TIEPPO, J.; VERSELINO, R.; DIAS, A. S.; MARRONI, C. A.; MARRONI, N.
Common bile duct ligation as a model of hepatopulmonary syndrome and
oxidative stress. Arq. Gastroenterol., v. 42, n. 4, p. 244-248, 2005.

TOMAS-ZAPICO, C.; COTO-MONTES, A. A proposed mechanism to explain the
stimulatory effect of melatonin on antioxidative enzymes. J. Pineal Res., v. 39,
n. 2, p. 99-104, 2005.

TOWNSEND-JR., C.M.; BEAUCHAMP, R. D.; EVERS, B. M.; MATTOX, K. L.
Sabiston Text book of Surgery: the biological basis of modern surgical
practice. 19 ed. Elsevier Saunders, 2015, 2320 p.

TROTTA, M. R.; CAJAIBA, D. M.; PARRA, O. M.; DAGLI, M. L. Z.; HERNANDEZ-
BLAZQUEZ, F. J. Pareteral solution of nutrional hepatotrphic factors improves
regeneration in thioacetamide-induced cirrhotic livers after hepatectomy.
Toxicol. Pathol., v. 00, n. 0, p. 1-8, 2013.

TSUKADA, S.; PARSONS, C. J.; RIPPE, R. A. Mechanisms of liver fibrosis. Clin.
Chim. Acta., v. 364, n. 2, p. 33-60, 2006.

TSUKAMOTO, H. Cytokine regulation of hepatic stellate cells in liver fibrosis.
Alcohol Clin. Exp. Res., v. 23, n. 5, 1999.

TUNEZ, |.; MUNOZ, M. C.; VILLAVIVENCIO, M. A.; MEDINA, F. J.; PRADO, E.
P.; ESPEJO, |.; BARCOS, M.; SALCEDO, M.; FEIJOO, M.; MONTILLA, P.
Hepato-and neurotoxicity induced by thiocetamide: protective effects of
melatonin and dimethulsulfoxide. Pharma. Res., v. 52, n. 3, p. 223-228, 2005.

VARGAS, R. S.; FRANCA, F. C. V. Processo de Enfermagem aplicado a um
portador de Cirrose Hepatica utilizando as terminologias padronizadas NANDA,
NIC e NOC. Rev. Bras. Enferm., v. 60, n. 3, p. 348-352, 2007.

VASCONCELOS, S. M. L.; GOULART, M. O. F.; MOURA, J. B. F.; MANFREDINI,
V.; BENFATO, M. S.; KUBOTA, L. T. Espécies reativas de oxigénio e de

nitrogénio, antioxidantes e marcadores de dano oxidativo em sangue humano:

79


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tengattini%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18078444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reiter%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18078444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20DX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18078444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Terron%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18078444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodella%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18078444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodella%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18078444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rezzani%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18078444
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Courtney+M.+Townsend+Jr.%22
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22R.+Daniel+Beauchamp%22
https://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22B.+Mark+Evers%22

principais métodos analiticos para sua determinagcédo. Quim. Nova, v. 30, n. 5, p.
1323-1338, 2007.

VERCELINO, R.; TIEPPO, J.; DIAS, A. S.; MARRONI, C. A.; GARCIA, E,;
MEUER, L.; PICADA, J. N.; MARRONI, N. P.N-acetylcysteine effects on
genotoxic and oxidative stress parameters in cirrhotic rats with hepatopulmonary
syndrome. Basic Clin. Pharmacol. Toxicol., v. 102, n. 4, p. 370-378, 2008.

VIOLAN, M.; T POMES, T.; MALDONADO, S.; ROURA, G.; DE LA FUENTE,
l.; TANIA VERDAGUER, T.; LLORET, R.; TORREGROSA, J. V.; CAMPISTOL,
J. M. Exercise capacity in hemodialysis and renal transplant patients. Transplant
Proc.,v.34,n. 1, p. 417-418, 2002.

VISIOLI, F.; KEANEY JR., J. F.; HALLIWELL, B. Antioxidants and cardiovascular

disease; panaceas or tonics for tired sheep? Cardiovasc. Res., v. 47, n. 3, 2000.

WANLESS, I. R.; NAKASHIMA, E.; SHERMAN, M. Regression of human
cirrhosis. Morphologic features and the genesis of incomplete septal cirrhosis.
Arch. Pathol. Lab. Med., v.124, n. 11, p.1599-1607, 2000.

WADEI, H. M.; MAI, M. L.; AHSAN, N.; GONWA, T. A. Hepatorenal syndrome:
pathophysiology and management. Clin. J. Am. Soc. Nephrol.,v. 1,n.5, p. 1066
—1079, 2006.

WANG, T.; SHANKAR, K.; RONIS, M. J.; MEHENDALE, H. M. Potentiation of
thiocetamide liver injury in diabetic rats is due to induced P4502E1. J.
Pharmacol. Exp. Ther., v. 294, n. 2, p. 473-479, 2000.

WASMUTH, H. E.; KUNZ, D.; YAGMUR, E.; TIMMER-STRANGHONER, A;
VIDACEK, D.; SIEWERT, E,; BACH, J.;GEIER A, PURUCKER
EA, GRESSNER AM, MATERN S, LAMMERT F. Patients with acute on chronic
liver failure display ,sepsis-like“ immune paralysis. J. Hepatol., v. 42, n. 2, p. 195-
201, 2005.

WILLIAMS, D. P.; KITTERINGHAM, N. R.; NAISBITT, D. J.; PIRMOHAMED,
M.; SMITH, D. A.; PARK, B. K. Are chemically reactive metabolites responsible
for adverse reactions to drugs? Curr Drug Metab., v. 3, n. 4, p. 351-366, 2002.

80


https://www.researchgate.net/researcher/32747719_T_Pomes
https://www.researchgate.net/researcher/2110032003_I_De_la_Fuente
https://www.researchgate.net/profile/Tania_Verdaguer
https://www.researchgate.net/researcher/9642016_R_Lloret
https://www.researchgate.net/profile/Jose_Vicente_Torregrosa
https://www.researchgate.net/profile/Josep_Campistol
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bach%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15664244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geier%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15664244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Purucker%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15664244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Purucker%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15664244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gressner%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15664244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matern%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15664244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lammert%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15664244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12093355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kitteringham%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12093355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naisbitt%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12093355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pirmohamed%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12093355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pirmohamed%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12093355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12093355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20BK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12093355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12093355

YIN, H.; ZHOU, Y.; ZHU, M.; HOU, S.; LI, Z.; ZHONG, H.; LU, J.; MENG, T,
WANG, J.; XIA, L.; XU, Y.; WU, Y. Role of mitochondria in programmed cell death
mediated by arachidonic acid-derived eicosanoids. Mitochondrion., v. 13, n. 3.
p. 209-224, 2012.

YONEL Y.; HATTORI, A.; TSUTSUI, K.; OKAWA, M.; ISHIZUKA, B. Effect of
melatonin: basics studies and clinical applications. Anti-Aging Medicine, v. 7, p.
85-91, 2010.

ZAGO, M. A.; FALCAO, R. P.; PASQUINI, R. Tratado de Hematologia. 1ed.
Atheneu, Rio de Janeiro, 2013, 1064p.

ZARAGOZA, A.; ANDRE, D.; SARRION, D.; CASCALES, M. Potentiation of
thioacetamide by phenobarbital pretreatment in rats. Inducibility of FAD
monooxygenase system and age effect. Chemico-Biological Inter., v. 124, n. 2,
p. 87-101, 2000.

ZIEGLER, U.; GROSCURTH, P. Morphological features of cell death. News
Physiol. Sci., v. 19, n. 3, p. 124-128, 2004.

81


http://www.livrariaflorence.com.br/catalogsearch/advanced/result?editora=137

CAPITULO 1

Melatonina protege o figado e reverte a cirrose induzida pela tioacetamida em

ratos

Welma Emidio da Silva®; Leucio Duarte Vieira Filho?; Christina Alves Peixoto?;
Carolline Guimaraes D'assuncdo’; Cintia Giselle Martins Ferreiral; Aline Ferreira da
Silva Mariano®; Wilma Helena Oliveira®; Valéria Wanderley Teixeiral, Alvaro Aguiar

Coelho Teixeiral”

! Universidade Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal, Recife, Brasil
2 Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Fisiologia e Farmacologia,
Recife, Brasil

3 Fundago Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Ageu Magalhaes, Recife, Brasil

*Autor para correspondéncia: UFRPE-DMFA. Av. Dom Manoel de Medeiros s/n Dois
Irmaos-Recife-PE-Brazil. CEP 52171-900. Tel. +55 81 33206389

E-mail: alvaro.teixeira@ufrpe.br (TEIXEIRA, A. C.)

82


mailto:teixeira.alvaro@outlook.com

RESUMO

A cirrose é responsavel por elevados indices de morbimortalidade no Brasil, motivando
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Dentre as possiveis alternativas, a
melatonina torna-se uma excelente opcéao, tendo acéo contra radicais livres, modulador
de respostas inflamatorias e imunoldgicas. Assim, avaliou-se o efeito da melatonina
exogena sobre o perfil fibrotico, parametros bioquimicos, estresse oxidativo tecidual,
perfil histoquimico e imunohistoquimico no figado de ratos cirroticos. Utilizou-se 25
ratos albinos, com 60 dias de idade, divididos nos seguintes grupos: | - ratos sem inducgéo
a cirrose (controle); 1l — ratos induzidos a cirrose hepatica pela tioacetamida; I11- ratos
induzidos a cirrose hepatica pela tioacetamida e tratados com melatonina,
simultaneamente; 1V- ratos induzidos a cirrose hepatica pela tioacetamida e depois
tratados com melatonina por oito semanas; V - ratos induzidos a cirrose hepética pela
tioacetamida e depois mantidos sem tratamento com melatonina por oito semanas. A
cirrose foi induzida com trés aplicacGes semanais de tioacetamida na dosagem de 200
mg/Kg i.p., durante 8 semanas. A melatonina foi administrada na dosagem de 20mg/Kg
i.p. Os resultados mostraram que a melatonina atou como reparador e protetor contra a
cirosse mantendo as caracteristicas morfolégicas do 6rgdo, bem como evitou a fibrose.
Além disso, manteve os niveis normais de glicose e das enzimas AST, ALT, gama-
glutamil transferase, fosfatase alcalina, albumina, globulina e proteina total. Preveniu o
aumento de lipidio no figado, aumentou GSH, reduziu a peroxidacéo lipidica e os niveis
de citocinas pro inflamatorias e indice apoptotico. Assim, conclui-se que a melatonina
atua ndo apenas de forma protetora contra as a¢des da cirrose hepatica, mas também

reduzindo os danos causados por essa patologia no tecido hepatico.

Palavras-Chave: Melatonina, ratos, lesdo hepatica, estresse oxidativo, bioquimica.
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ABSTRACT

Cirrhosis is responsible for high morbidity and mortality rates in Brazil, motivating the
development of new therapeutics strategies. Among possible alternatives, a melatonin
becomes an excellent choice, with action against free radicals, a modulator of
inflammatory and immune responses. Thus, were evaluated the effect of exogenous
melatonin on the fibrotic profile, biochemical, tissue oxidative stress, histochemical and
immunohistochemical profile in the liver of cirrhotic rats. 25 albino rats, 60 days old,
were divided into the following Group | — control rats; Group Il — rats induced the hepatic
cirrhosis with thioacetamide; Group Ill: - rats induced hepatic cirrhosis with
thioacetamide and treated with melatonin simultaneously ; Group IV - rats induced
hepatic cirrhosis with thioacetamide and then treated with melatonin for another eight
weeks; Group V - rats induced hepatic cirrhosis with thioacetamide and maintained for
eight weeks without melatonin. Cirrhosis was induced with three weekly applications of
thioacetamide at a dosage of 200 mg / kg body weight, for 8 weeks. Melatonin was
administered at a dosage of 20mg / kg i.p. The results showed that melatonin acted as
repairer and protector against cirrhosis keeping morphological characteristics of the
organ, as well avoiding the fibrosis. In addition, it maintained glucose and enzyme levels
AST, ALT, gamma-glutamyltransferase, alkaline phosphatase, albumin, globulin and
total protein. It prevented the increase of lipid in the liver, increased GSH, reduced lipid
peroxidation and proinflammatory cytokine levels and apoptotic index. Thus, it is
concluded that a melatonin acts not only in a protective way against the hepatic cirrhosis

actions, but also reduces the damage caused by this pathology in the hepatic tissue.

Key words: Melatonin, rats, hepatic injury, oxidative stress, biochemistry.
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1. INTRODUCAO

A cirrose € uma doenca crbnica e progressiva, responsavel por elevados indices de
morbimortalidade, internacdes hospitalares repetitivas e absenteismo no trabalho, o que
gera elevados custos para a saude e economia do Brasil (Vargas; Franca, 2007). Esta
patologia caracteriza-se pela distor¢do da arquitectura hepatica normal e pela formacao
de nodulos de regeneracdo (Garcia-Tsao; Lim, 2009), em resposta a agressoes de natureza
inflamatdria, toxica, viral, metabdlica ou congestiva (Heidelbaugh; Sherbondy, 2006;
Tsukada; Parsons; Rippe, 2006).

O processo patologico mais discutido na cirrose é a fibrose progressiva (Forbes;
Parolla, 2011), entretanto, o desenvolvimento da doenca envolve varios elementos,
também fundamentais para explicar a fisiopatologia dessa doenca (Onori et al., 2000).
Todas as células hepéticas sofrem alteracGes especificas: os hepatdcitos lesionados
sofrem apoptose; as células de Kupffer sdo ativadas e produzem uma grande variedade
de quimiocinas e citocinas, que sdo responsaveis pelo recrutamento dos linfécitos que
irdo infiltrar no figado lesionado e contribuirdo para o desencadeamento da inflamacéo
(Brenner, 2009; Penz-Osterreicher; Osterreicher; Trauner, 2011); os hepatdcitos isolados
por tecido fibroso desenvolvem mecanismos de proliferacdo, na tentativa de compensar
a perda funcional decorrente da leséo (Wanless; Nakashima; Sherman, 2000).

Diversos autores também tém demonstrado que 0s mecanismos oxidantes/
antioxidantes se encontram em desequilibrio na cirrose hepatica e contribuem em grande
parte para a necrose hepatica (Aleynik et al., 1997; Peres et al., 2000; Pereira-Filho et al.,
2008). A producéo local de 6xido nitrico parece participar do processo de vasodilatacao

e 0 VEGF ainda parece atuar na mediacao dessa vasodilatagdo (Lewis et al., 1997; Medina
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et al., 2004), além disso, alteracbes na micro e macrovasculatura do érgdo tém sido
apontados como elementos fundamentais na pagénese da doenca (Onori et al., 2000).

Com os avangos da biologia celular e molecular, estudos que investiguem o
complexo de fatores que influenciam na génese da cirrose hepatica, tornam-se possiveis
e essenciais, visto que em estagios avancados, o transplante torna-se a Unica terapia
efetiva (Iredale 2007). Em funcéo da dificuldade de realizacdo de transplantes hepaticos
no pais, o conhecimento de novos agentes capazes de atuar nas vias dessa doenca,
reduzindo as agressbes teciduais decorrentes de lesdes hepéticas cronicas, e
consequentemente reestabelecimento da funcédo hepética (Lyra et al., 2007), também séo
necessarios.

Dentre as possiveis alternativas terapéuticas, a melatonina, hormonio produzido
principalmente pela glandula pineal, torna-se uma excelente opc¢do de estudo. Pois na
literatura, essa indolamina tem sido citada por regular varios processos fisioldgicos em
mamiferos (Carrillo-Vico et al., 2004), apresentando atuacdo contra a acdo dos radicais
livres (Galano; Tan; Reiter, 2011), como modulador de respostas inflamatérias e
imunoldgicas (Maganhin et al., 2008). A acdo da melatonina parece ser ainda mais
relevante devido a sua capacidade de atravessar todas as barreiras morfofisioldgicas e de
distribuir-se amplamente nos tecidos, células e compartimentos subcelulares,
possibilitado sua interacdo com moléculas toxicas na totalidade da célula (Tomés-Zapico;
Coto-Montes 2005). Desta forma, este estudo teve como objetivo, avaliar o potencial

terapeutico da melatonina no complexo de alteragdes que caracterizam a cirrose hepatica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e grupos experimentais
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Foram utilizados 25 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar,
com 60 dias de idade, pesando em torno de 200 + 25g, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Esses animais foram mantidos em gaiolas, com alimentacdo e agua ad
libitum, na temperatura de 22 + 1°C e iluminacdo artificial que estabeleceram um
fotoperiodo de 12horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das 06:00
as 18:00h. Os animais foram divididos, ao acaso, em cinco grupos, cada um constituido
por 5 animais, a saber:

Grupo I - ratos sem inducéo a cirrose (controle);

Grupo Il - ratos induzidos ratos induzidos a cirrose hepatica pela tioacetamida por 8
semanas;
Grupo Ill- ratos induzidos a cirrose hepéatica pela e tratados com melatonina,

simultaneamente, por 8 semanas;
Grupo IV- ratos induzidos a cirrose hepética pela tioacetamida por 8 semanas e depois
tratados com melatonina por mais 8 semanas;
Grupo V - ratos induzidos a cirrose hepatica pela tioacetamida por 8 semanas e sem
tratamento com melatonina por 8 semanas.
O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica institucional, de n°.

23082.013261/2014.

2.2. Indugéo da cirrose

A tioacetamida foi diluida em agua destilada e administrada intraperitonealmente
na dosagem de 200 mg/1000g de peso corporal, trés vezes por semana, durante 8 semanas

(Alshawsh et al., 2011). As doses da droga foram ajustadas de acordo com 0 peso

87



individual de cada animal, como preconiza Li; Benjamin; Alexander (2002) e Guerra et

al. (2009).

2.3.  Tratamento com melatonina

O tratamento com melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado de acordo
com a metodologia proposta por Prata-Lima; Baracat; Simdes (2004). Foi administrada
20mg/1000g de peso corporal do animal por meio de injecfes intraperitoneais no inicio
da noite (18:00h), durante 8 semanas. A melatonina foi dissolvida em um volume de
etanol (0,02mL) e diluida em solucdo salina 0,9% (NaCl a 0,9%). Os animais dos grupos

I e V receberam solucdo de NaCl 0,9% e 0,02mL de etanol.

2.4. Analise histopatologica e histoquimica

Cinco animais de cada grupo foram eutanasiados apds os periodos experimentais
de cada grupo. Para tanto, foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80mg/kg)
e xilazina (6mg/kg), por via intramuscular. Em seguida, procedeu-se a remogao do figado,
os quais foram imersos em formol tamponado a 10%, permanecendo no mesmo por 24
horas. Apos esse procedimento, os figados foram clivados e submetidos a técnica
histoldgica de inclusdo em parafina. A seguir, os blocos foram cortados, corados com
Hematoxilina e Eosina (H.E) para analise de rotina histopatoldgica e pelo Acido periodico
de Schiff (PAS) e picrosirius para deteccdo de glicogénio e fibras colagenas,
respectivamente. A quantificacdo do teor de glicogénio e fibras colagenas interlobulares
foram realizadas através de imagens capturadas por meio de camera de Video Sony®,
acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as quais foram submetidas ao aplicativo Gimp

2.0 para a quantificacdo por meio de Histograma RGB (Red-Green-Blue).
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2.4.  Deteccao de lipideos

Fragmentos retirados do figado de todos os animais foram fixados utilizando-se
formaldeido a 4% com tampéo fosfato 0,1M por duas horas e logo apds as amostras foram
tratadas com solucdo de sacarose nas concentraces de 15 e 30% por 24 horas cada,
respectivamente, sob resfriamento com N-hexano antes de ser congelada em nitrogénio
liquido e acondicionado em freezer -80°C. Em seguida o material foi cortado em criostato

RM 2035 (Reichert S, Leica), e coradas com solucéo de Oil Red O.

2.5.  Andlise bioquimica

Foram avaliados os niveis plasmaticos de glicose e de indicadores especificos de
lesdo hepatica como as enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina (FA),
albumina (ALB), globulina (GLOB) e proteina total (PT). Para isso, as amostras de
plasma foram mantidas em freezer -80°C e determinadas com o auxilio do analizador

bioquimico Vet test 8008 (Blood chemistry analyzer).

2.6. Marcadores de estresse oxidativo tecidual

O estresse oxidativo tecidual foi avaliado através da mensuracao das substancias
reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid reactive
substances) e niveis de glutationa reduzida (GSH). Para isso, o figado foi coletado e,
fragmentos deste 6rgdo foram congelados instantaneamente em nitrogénio liquido e

armazenado em freezer a —80°C.
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Parte do tecido hepatico foi homogeneizado em solucdo contendo KCI 1,15% e
EDTA 3mM (5 mL por grama de tecido) e mantido em banho de gelo. Em seguida, parte
do homogenato foi adicionada a um meio de reacdo contendo SDS 0,4%, acido acético
7,5%, e acido tiobarbiturico 0,3% (pH 3,5). Os tubos de reacdo foram selados e incubados
a 95 °C por 60 minutos. Apds resfriamento em agua corrente, foi adicionado um volume
de n-butanol para cada volume de reacdo, e os tubos foram centrifugados a 1000 xg por
10 minutos. A absorbancia da fase organica foi mensurada a 535 nm. A concentracdo foi
obtida por comparacdo a uma curva padrao de malonildialdeido. O resultado foi corrigido
pela concentracao de proteina do homogenato.

Os niveis de GSH foram determinados através da mensuracdo de grupamentos
sulfidrilas ndo-protéicos (Sedlak; Lindsay 1968). Para essa determinacdo, outra por¢édo
do homogenato hepético obtido foi submetido a precipitacdo proteica através da adigdo
de solucdo de TCA 5% (até concentracdo final de 20 mg de tecido/mL) seguida de
centrifugacdo (800 x g por 10 minutos). Em seguida, um volume de sobrenadante foi
adicionado a nove volumes de meio de reacdo contendo TRIS 200 mM, EDTA 2 mM e
acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) 4 mM em metanol. A reagdo foi incubada em
temperatura ambiente por 5 minutos, e a absorbancia foi mensurada a 412 nm. A
concentracdo foi obtida por comparacdo a uma curva padrdo de cisteina. O resultado foi

corrigido pela concentracao de proteina do homogenato.

2.7.  Dosagem de 6xido nitrico - Reagdo de Griess

Amostras de figado foram processadas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em

tampdo de lise TX-100 acrescido de inibidores de proteases. As amostras foram
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centrifugadas a 14000 pm por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a

concentracdo de proteinas quantificada pelo método Bradford.

2.8.  Imunohistoquimica (IL6, TNF-o, VEGF)

Para andlise imunohistoquimica, as ldminas foram desparafinizadas e reidratadas
em xilol e alcoois, respectivamente. A recuperacdo antigénica foi realizada através de
uma solucao de tampdo citrato (pH 8.0) em alta temperatura no microondas por 5 minutos.
A peroxidase enddgena foi inibida através de uma solucdo de peroxido de hidrogénio
(3%) em metanol. A reacdo antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada através da
incubacdo das laminas em PBS e albumina sérica bovina (BSA) 5% durante uma hora.
Todos os anticorpos (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram
diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora. Subsequentemente, as laminas foram tratadas
com o anticorpo secundario por trinta minutos. A reacdo antigeno-anticorpo foi observada
através de um precipitado marrom ap6s aplicacdo de 3,3 diaminobenzidina por quatro
minutos e contracorados com hematoxilina. As imagens foram capturadas por meio de
camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as quais foram
submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificacdo por meio de Histograma RGB

(Red-Green-Blue) (Oberholzer et al., 1996; Lee et al., 2001).

2.10. Indice apoptotico

Para isso foi utilizado o método TUNEL como indicador de apoptose. Os cortes
foram inicialmente desparafinizadas e reidratadas em xilol e alcoois, respectivamente, e
em seguida, incubados em PBS (pH 7,4) por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em

seguida, a proteinase K foi aplicada sobre as laminas por 15 minutos. As laminas foram
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lavadas em agua destilada e incubadas em perdxido de hidrogénio por 5 minutos em
temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em tampéo
equilibrio por 60 minutos a 4°C. Depois, os cortes foram incubados em TdT a 37°C por
1 hora em cadmara umida. Foi aplicada a solucdo stop por 10 minutos em temperatura
ambiente, em seguida, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-
digoxigenina. As laminas foram enxaguadas em PBS e o0s cortes revelados com substrato
cromogénico diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) (20 minutos), sendo
contracorados com hematoxilina por 20 a 30 segundos. Em seguida, as laminas foram
lavadas em agua corrente, desidratadas em concentracoes crescentes de alcool e colocadas
em xilol para serem montadas e observadas em microscépio de luz. O indice apoptético
foi determinado pela contagem da porcentagem de células positivas a partir de, pelo
menos 500 nucleos subdivididos em 10 campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se

a objetiva de 40X (WU et al., 2013)

2.11. Anélise estatistica
A anélise estatistica foi realizada em um programa computacional InStat®, onde
dados foram avaliados por meio de testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com post-

hoc de Dunn (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Histopatologia e histoguimica

O figado dos animais do grupo controle apresentaram parénquima hepatico sem

alteracbes com corddes de hepatdcitos organizados margeando a veia centro lobular,
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entremeados por capilares sinusoides (Fig. 1A). Nos animais induzidos a cirrose sem
tratamento com melatonina o figado apresentou alteracdes estruturais caracterizadas pela
presenca de nddulos no parénguima hepatico, indicando a instalacdo da cirrose (Figs. 1B
e 1E). Ja os figados dos animais tratados com melatonina apresentaram caracteristicas
semelhantes ao controle (Figs. 1C e 1D).

A reacdo pelo Acido Periodico de Schiff foi positiva em todos os figados dos
animais dos grupos controle e nos dois grupos tratados com melatonina, sendo mais
expressiva nestes Ultimos. Quanto a quantificacdo verificou-se que os figados dos animais
dos grupos tratados com melatonina apresentaram maior reserva de glicogénio em relagédo
aos demais grupos (Figs. 2A-F). A coloracéo pelo picrosirius revelou intensa fibrose no
figado dos animais cirréticos sem tratamento com melatonina quando comparado aos
demais grupos experimentais, o que foi comprovado pela quantificacdo do colageno (Fig.

3A-F).

3.2. Deteccao de lipideos

Foi analisada a quantidade de lipidio no figado através da coloracédo especifica Oil
red. Os animais dos grupos controle e tratados com melatonina apresentaram niveis de
lipidios no figado semelhantes. No entanto, nos animais cirroticos sem tratamento com
melatonina houve um aumento significativo na quantidade de lipidio, comparado com os

demais grupos (Fig. 4A-E).

3.3.  Anélise bioquimica

As analises bioquimicas da glicose e das enzimas hepéticas revelaram alterages

significativas, caracterizadas pelo aumento do ALT, AST GGT e FA, e reducdo nos niveis
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de ALB, Glicose, Globulina e PT, nos animais cirréticos em relacdo aos demais grupos

experimentais (Tabela 1).

3.4.  Marcadores de estresse oxidativo hepético

A analise tecidual dos niveis de GSH foram significativamente reduzidos nos
grupos dos animais cirréticos sem tratamento com melatonina quando comparado aos
demais grupos (Fig. 5). Em relacéo as concentracdes hepaticas dos niveis de peroxidagédo
lipidica através do TBARS obsevou-se um comportamento contrario, ou seja, aumento
significativo nos animais cirrdticos sem tratamento com melatonina em comparacao aos

demais grupos experimentais (Fig. 6).

3.6. Dosagem de 0Oxido nitrico (NO)

A dosagem do NO revelou um aumento significativo no figado dos animais
cirroticos sem tratamento com melatonina e uma reducdo significativa nos animais
tratados com melatonina por oito semanas. Ndo houve diferenca significativa entre os

animais tratados com melatonina simultaneamente e o controle (Fig. 7).

3.7. Imunohistoquimica (IL6, TNF-a, VEGF)

A andlise imunohistoquimica da expressdo do IL6, TNF-« e VEGF no figado dos
animais experimentais, mostrou que os animais tratados com melatonina apresentaram
indices semelhantes aos observados no controle. Ja os figados dos animais cirréticos

mostraram maior expressao desses fatores (Figs. 8, 9 e 10).
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3.8. Indice apoptoético

O indice apoptotico revelou um aumento significativo no figado dos animais

cirroticos sem tratamento com melatonina, enquanto que nos animais tratados com

melatonina esse indice ndo diferiu do controle (Fig. 11).
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Figura 1: Figado dos animais dos grupos experimentais. A — controle; B — induzidos a
cirrose por 8 semanas; C — induzidos a cirrose + melatonina, simultaneamente por 8
semanas; D - induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e; em E -
induzidos a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas. Verificar presenca
de l6bulos irregulares em B e E. Asterisco - veia centro lobular, seta longa - hepatdcito,
seta curta - sinusoide. Coloragéo H.E.
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iﬁ Quantifica¢io do glicogénio hepatico (pixels)

Figura 2: Figado dos animais dos grupos experimentais corados pelo Acido Periodico de
Schiff e quantificacdo do glicogénio hepatico. A e GI- controle; B e GlI — induzidos a
cirrose por 8 semanas; C e GllI- induzidos a cirrose + melatonina simultaneamente por
8 semanas; D e GIV- induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas; E
e GV - induzidos a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas e; F —
Quantificacdo em pixels do glicogénio hepatico. Verificar marcacdo intensa em C e D.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Quantificagio do coligeno (pixels)

Figura 3: Figado dos animais dos grupos experimentais corados pelo picrosirius e
quantificacdo de fibras colagenas. A e GI- controle; B e Gll — induzidos a cirrose por 8
semans; C e GllI- induzidos a cirrose + melatonina simultaneamente por 8 semanas; D e
GIV-induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas; E e GV - induzidos
a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas e; F — Quantificagdo em pixels
de fibras colagenas. Verificar intensa marcacao interlobular em B e E. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis
com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 4: Deteccéo de lipidios. Coloracéo: Oil Red. A — controle; B — induzidos a cirrose
por 8 semanas; C — induzidos a cirrose + melatonina, simultaneamente por 8 semanas; D
- induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e; em E - induzidos a
cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas. Verificar intensa marcagcdo em

BeE.
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Tabela 1: Média das dosagens sericas das enzimas indicadoras da funcao hepatica e glicose nos animais dos grupos experimentais.

Grupos Gl Gl G Il GIv GV P
ALT (U/L) 96,80 + 5,91b 179,00 * 5,322 89,60 + 4,87b 102,60 + 7,54b 209,40 £ 4,77a 0,0169
AST (U/L)  290,00+32,09b 773,60 £43,21* 291,60 + 28,55h 326,20 + 23,90b 714,80 + 52,87a 0,0051
GGT (U/L) 3,39 £0,21b 6,50+ 1,122 3,60 £ 0,53b 3,50 + 1,00b 7,17 +1,33a 0,0098

FA (U/L) 156,20 £ 7,66b 248,80 + 4,972 169,80 + 6,23b 163,20 + 8,09b 242,80 + 3,67a 0,0126
ALB (g/dL) 5,34 +0,132 1,51+£0,43b 5,01 £0,252 4,20 + 0,772 1,96 + 0,55b 0,0315
GLI (mg/dL) 111,40 + 10,328 59,20 + 7,10b 109,40 * 6,59a 105,80 + 6,122 61,60 £+ 4,93b 0,0105
GLOB (g/dL) 1,75 + 0,092 0,54 +0,01b 1,54 +£ 0,112 1,81 + 0,212 0,62 + 0,08b 0,0287
PT (g/dL) 6,69 + 1,182 2,25 +0,28b 5,95 +0,982 7,01 £0,24a 2,35+ 0,16b 0,0498

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn
(p<0,05). Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), Gama-glutamil transferase (GGT), Fosfatase alcalina (FA),
Albumina (ALB), Glicose (GLI), Globulina (GLOB) e Proteina total (PT). Gl- controle; Gll- induzidos & cirrose por 8 semanas; Glll—
induzidos a cirrose + melatonina, simultaneamente por 8 semanas; GIV - induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e;

GV- induzidos a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas.
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Figura 5: Mensuracao de GSH (nmol/mg de proteina) no figado dos animais dos grupos
experimentais. G | — controle; G Il — induzidos a cirrose por 8 semanas; G Il - induzidos
a cirrose + tratamento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas; G 1V - induzidos
a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e; G V - induzidos a cirrose + sem
tratamento com melatonina por 8 semanas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).

101



2.5-
d
2.0 _ a
o0
E
3
£
£
g
= b
== b
& X Q
& o G

Figura 6: Peroxidacdo Lipidica (nmol/mg de proteina) no figado dos animais dos grupos
experimentais. G | - controle, G Il — induzidos a cirrose por 8 semanas, G IlI - induzidos
acirrose + tratamento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas, G 1V - induzidos
a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e G V - induzidos a cirrose + sem
tratamento com melatonina por 8 semanas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 7: Dosagem de 6xido nitrico no figado dos animais dos grupos experimentais G
| - controle, G Il — induzidos a cirrose por 8 semanas, G Ill - induzidos a cirrose +
tratamento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas, G 1V - induzidos a cirrose
+ tratamento com melatonina por 8 semanas e G V - induzidos a cirrose + sem tratamento
com melatonina por 8 semanas. Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Quantificagio 1L6 (pixels)

Figura 8: Imunohistoquimica e quantificacdo do IL6. A e GI — controle; B e GlI-
induzidos a cirrose por 8 semanas; C e Glll- induzidos a cirrose + melatonina,
simultaneamente por 8 semanas; D e GIV- induzidos a cirrose + tratamento com
melatonina por 8 semanas; E e GV - induzidos a cirrose + sem tratamento com melatonina
por 8 semanas e; F — Quantificacdo em pixels da expressao do fator IL6. Observar em A,
C e D fraca marcagéo, em B e E forte marcagdo. Notar aumento significativa dos pixels
nos grupos Gll e GV em relacdo aos outros. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn
(p<0,05).

104



Quantificagio TNF alpha (pixels)

Figura 9: Imunohistoquimica e quantificacdo do TNFa. A e GI — controle; B e GlI-
induzidos a cirrose por 8 semanas; C e Glll- induzidos a cirrose + melatonina,
simultaneamente por 8 semanas; D e GIV- induzidos a cirrose + tratamento com
melatonina por 8 semanas; E e GV - induzidos a cirrose + sem tratamento com melatonina
por 8 semanas e; F — Quantificagdo em pixels da expressdo do TNFa. Observar em A, C
e D fraca marcacdo, em B e E forte marcacdo. Notar aumento significativa dos pixels nos
grupos Gll e GV em relacdo aos outros. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Quantificagio VEGF-A (pixels)

Figura 10: Imunohistoquimica e quantificagdo do VEGF. A e GI — controle; B e GlI-
induzidos a cirrose por 8 semanas; C e Glll- induzidos a cirrose + melatonina,
simultaneamente por 8 semanas; D e GIV- induzidos a cirrose + tratamento com
melatonina por 8 semanas; E e GV - induzidos a cirrose + sem tratamento com melatonina
por 8 semanas e; F — Quantificacdo em pixels da expressdo do VEGF. Observar em A, C
e D fraca marcacéo, em B e E forte marcacdo. Notar aumento significativa dos pixels nos
grupos Gll e GV em relacdo aos outros. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 11: indice apoptotico. G | - controle, G 1l — induzidos a cirrose por 8 semanas, G

Il - induzidos a cirrose + tratamento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas,
G IV - induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e G V - induzidos
a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas. Observar aumento
significativo nos grupos G Il e G V. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).

107



4. DISCUSSAO

A leséo hepatica induzida por drogas é um problema clinico importante e até agora
sem solucdo. Ela surge através de complexos mecanismos de Vérias etapas, que sdo
iniciadas pelo dano quimico as células do figado, desencadeando respostas bioldgicas,
que podem ser protetoras ou resultar em toxidade (Kaplowitz, 2005). Assim, estratégias
terapéuticas que proporcionem reducdo das agressdes hepaticas cronicas e melhora da
funcdo do 6rgdo, ou que pelo menos, forneca suporte funcional temporario até que um
novo figado esteja disponivel para o transplante, torna-se necessario para a satde pubica.

Em nosso estudo, os figados dos animais dos grupos tratados com melatonina,
apresentaram parénquima hepatico semelhante aos dos animais do grupo controle,
mostrando um suposto efeito protetor e regressdo dos efeitos toxicos da tioacetamida
(TAA) sobre o 6rgédo, o que ndo aconteceu nos grupos que apenas foram induzidos a
cirrose hepatica, os quais apresentaram alteragdes estruturais caracterizadas pela presenca
de ndédulos no parénquima hepético, indicando a instalagdo da cirrose. Tais resultados
foram confirmados por meio de coloracdo especifica (picrosirius), que revelou intensa
fibrose no figado dos animais cirrGticos sem tratamento com melatonina, os quais
apresentaram maior quantidade de colageno.

Diversos estudos evidenciam o envolvimento da melatonina em diversas funcées
no organismo, tais como: na atividade imunomodulatéria (Carrillo-Vico et al., 2005),
antiinflamatdria (Chahbouni et al., 2010; Jung et al., 2010), fungdes homeostaticas na
mitocondria (Jou et al., 2010; Paradies et al., 2010), inibicdo da progressdo do cancer
(Jung-Hynes et al, 2010; Park et al., 2010) e como potente propriedades antioxidantes
(Reiter et al., 2009; Romero, 2010; Galano; Tan; Reiter 2011), o que pode explicar 0s

resultados nos animais tratados com esse horménio. Estudos realizados por Cruz et al.
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(2005), também confirmam efeito hepatoprotetor da melatonina sobre os efeitos da TAA
em figados de ratos.

Além disso, varios estudos revelaram a que o tratamento de camundongos e ratos
com TAA induziu danos celulares no figado, fibrose e/ou cirrose, associada ao aumento
do estresse oxidativo e ativacdo das células estreladas hepaticas (Li; Benjamin;
Alexander, 2002; Alshawsh et al., 2011), célula-chave na sintese dos elementos da matriz
extracelular (Geerts, 2001; Andrade 2005).

Quanto a analise do conteudo de glicogénio, nossos achados podem ser justificados
quando verificamos na literatura que a melatonina tem participacdo no metabolismo
energético da célula. Pois Mazepa et al. (2000), ao investigar o efeito da melatonina sobre
varios parametros do metabolismo de carboidratos e lipidios em ratos, viram que houve
um aumento do conteddo de glicogénio hepatico e muscular nos animais tratados com
melatonina. Tiskou (2006), também observou uma reducdo substancial dos niveis de
glicose no sangue de animais diabéticos que receberam melatonina, quando comparado
com os que ndo receberam esse horménio. Nesse contexto, Schinoni (2006) afirma que,
quando a glicemia esta elevada, o figado sintetiza glicogénio; quando a glicemia cai, 0
figado utiliza o glicogénio armazenado para sintetizar glicose (glicogenolise), liberando-
a na corrente sanguinea. Além disso, segundo Nakaya et al (2007), pacientes com cirrose
ndo tém estogque de glicogénio adequado por causa da atrofia do figado. Isso confirma
nossos resultados, pois tanto a coloracdo com P.A.S, quanto a quantificacdo do conteido
de glicogénio e a dosagem bioguimica de glicose, mostram que nos animais dos grupos
tratados com melatonina, houve uma diferencga significativa em relagdo aos animais
cirréticos.

Os niveis plasmaticos das enzimas ALT, AST, GGT, fosfatase alcalina, albumina,

globulina (GLO) e proteinas totais (PT) nos animais que receberam melatonina,
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apresentaram-se semelhantes aos do controle. As enzimas AST e ALT estéo relacionadas
com a integridade dos hepatdcitos e quando ocorrem lesdes ou destruicdo das células
hepaticas, ha liberacdo destas para a circulacdo sanguinea (Motta, 2000), Além disso,
quando os niveis de GGT e fosfatase alcalina, apresentam-se elevados ha distdrbio
hepatico (Mincis; Mincis, 2007; Motta, 2009), enquanto que a albumina, globulina e
proteinas totais, sintetizadas exclusivamente pelo figado, apresentam-se em
concentracdes baixas no plasma, em casos de doenca hepatica (Santos et al., 2004;
Baynes, Dominiczak, 2007), caracteristicas estas que foram confirmadas em nossa
pesquisa nos grupos cirroticos sem tratamento com melatonina.

A reducdo dos niveis plasmaticos dessas enzimas nos grupos tratados com
melatonina mostra que esse hormdnio melhora e previne o tecido hepéatico dos danos
causados pela TAA. Esta teoria é reforcada ao se analisar publicacdes de experimentos
que utilizaram a melatonina como tratamento de injdrias hepéticas variadas, como
esteatose hepatica ndo alcoolica (Gonciarz et al, 2012), isquemia (Sener et al, 2003; Kim;
Lee, 2008) e fibrose (Cruz et al., 2005), obtendo a reducdo dos niveis das enzimas
hepaticas. Esses autores relacionaram essa reducdo ao aumento das enzimas
antioxidantes, principalmente o GSH, o que também foi evidenciado nesta pesquisa,
mostrando que além do efeito protetor, a melatonina apresenta uma capacidade de reverter
os efeitos toxicos da TAA sobre o figado.

A literatura ainda relata que a cirrose hepatica induzida pelo TAA esta associada a
exacerbacdo da peroxidagdo lipidica e ao esgotamento do estado antioxidante (Abul et al,
2002). Em contrapartida, a melatonina € um potente antioxidante, tendo sua atividade
sequestradora de espécies reativas, evidenciada tanto in vivo quanto in vitro (Tan; Chen;
Poeggeler, 1993). Ainda sabe-se que a TAA precisa passar por ativacdo metabolica

através do complexo microssomal citocromo P-450, localizado no reticulo
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endoplasmatico liso hepatico (Baskaran, Periyasamy; Rajagopalan, 2010) e a base
molecular para atribuir uma acdo antioxidante a melatonina baseia-se na sua capacidade
de atuar como um doador de elétrons em processos nao enzimaticos, além de inibir
enzimas da familia citocromo P450 (Maganhin et al, 2008). Além disso, lesdo hepética
esta associada a necrose celular, aumento da peroxidacéo lipidica do tecido, causado pelo
estresse oxidativo, e deplecdo nos niveis de GSH tecidual (Alshawsh 2011), o que
justifica o fato dos niveis de GSH terem se mostrado significativamente reduzidos e os
niveis de peroxidacdo lipidica significativamente aumentado nos animais cirroticos sem
tratamento com melatonina, em comparagao aos demais grupos experimentais.

Para adicionar justificativa a esses resultados, devemos ressaltar um estudo
realizado por Weishaupt et al. (2006), relataram que a glutationa peroxidase, outra enzima
de grande importancia para a eliminacao de radicais livres do organismo, sofreu aumento
em sua sintese em cérebro de ratos tratados com melatonina, comprovando que este
horménio também exerce ac¢do sobre outras enzimas protetoras contra reativos toxicos.

Os indicadores histopatoldgicos de lesdo identificados no parénguima hepatico
foram coerentes aos resultados imunohistoquimicos e bioguimicos, pois, 0s animais
induzidos a cirrose apresentaram aumento significativo nos niveis de NO e maior
expressdo das marcagoes para IL-6, TNF-a ¢ VEGF, em comparagao com os animais dos
outros grupos. Este resultado deve estar relacionado ao fato de a melatonina atuar no
tecido danificado, devido sua ampla capacidade de distribuicdo (Tomés-Zapico; Coto-
Montes 2005), com sua capacidade antioxidante e inibidora de enzimas pro-oxidantes,
citocinas e enzimas pré-inflamatoérias (Dominguez-Rodriguez et al., 2007; Kim et al.,
2009). Além disso, ela atua como modulando a producéo de fator de crescimento do

endotélio, reduzindo a angiogénese (Alvarez-Garcia et al., 2012).

111



Quanto ao indice apoptotico, alguns estudos mostram a acdo antiapoptotica da
melatonina em diferentes 6rgdos, como timo, rim, cérebro e figado e, atribuem isso
principalmente a suas propriedades antioxidantes (Koh, 2008; Molpeceres et al., 2007,
Joubert; Marais; Maritz 2009) ao eliminar radicais hidroxila (OH-), peroxila (ROO-) 26,
superdxidos (Choi et al., 2002) e a oxidacdo da cardiolipina nas mitocéndrias (Paradies
et al., 2010). A modulacdo de elementos imunolégicos também é um mecanismo pelo
qual a melatonina pode inibir a apoptose, induzindo a liberacdo de citocinas como a
interleucina 4 (IL-4) (Ferreira et al., 2010), mostrando assim, as varias vias de atuacao
desse hormonio no organismo.

Assim, conclui-se com este estudo, que a melatonina atua ndo apenas de forma
protetora contra as acdes da TAA, mas suas acdes se estendem reduzindo os danos

causados por esse xenobionte no tecido hepatico.
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RESUMO

Disturbios hepaticos geram consequéncias desastrosas para 0 organismo como um todo,
como € o caso da cirrose. Entre as complicac6es causadas por essa hepatopatia, problemas
renais e no bago sdo recorrentes, 0 que torna preocupante, pois esses Orgdos sdo
fundamentais para o corpo. Dados na literatura mostram que a melatonina, aléem de ter
acao contra radicais livres, apresenta acdo nos sistemas renal e imunitario. Assim,
avaliou-se o efeito da melatonina exdgena sobre parametros morfometricos, bioquimicos,
hematoldgicos, estresse oxidativo tecidual e perfil imunohistoquimico nos rins e bacos de
ratos cirrdticos. Para isso, utilizou-se 25 ratos albinos, com 60 dias de idade, divididos
nos seguintes grupos: | - ratos sem inducédo a cirrose (controle); Il — ratos induzidos a
cirrose com tioacetamida; I11- ratos induzidos a cirrose com tioacetamida e tratados com
melatonina, simultaneamente; IV- ratos induzidos a cirrose com tioacetamida e depois
tratados com melatonina por oito semanas; V - ratos induzidos a cirrose com tioacetamida
e depois mantidos sem tratamento com melatonina por oito semanas. A cirrose foi
induzida com trés aplicacfes semanais de tioacetamida na dosagem de 200 mg/Kgi.p.,
durante 8 semanas. A melatonina foi administrada na dosagem de 20mg/Kg i.p. Os
resultados mostraram que a melatonina preveniu e melhorou os efeitos da cirrose hepatica
nos rins e bacos de ratos, mantendo a estrutura e fungdo dos glomérulos renais, bem como
o perfil hematol6gico. Também aumentou GSH, reduziu a peroxidacao lipidica e os niveis
de citocinas proinflamatorias. Assim, conclui-se que a melatonina atua nos rins e baco
protegendo e reduzindo os danos causados pela cirrose hepatica nesses 6rgdos, o que torna
esse hormonio uma excelente op¢do de estudo quanto aos danos causados no organismo

por essaa patologia.

Palavras-Chave: Melatonina, rins, baco, cirrose, ratos albinos.
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ABSTRACT

Liver disorders have disastrous consequences for the organism as a whole, such as
cirrhosis. Among the complications caused by this liver disease, kidney problems and
spleen are recurrent, which makes it worrying, since these organs are fundamental for the
body. Data in the literature show that melatonin, besides having action against free
radicals, has action in the renal and immune systems. Thus, the effect of exogenous
melatonin on morphometric, biochemical, hematological parameters, tissue oxidative
stress and immunohistochemical profile in the kidneys and spleens of cirrhotic rats was
evaluated. For this, 25 albins rats, 60 days old, were divided into the following groups: I-
rats without induction of acirrosis (control); 11 - rats induced cirrhosis with thioacetamide;
I11 - rats induced cirrhosis with thioacetamide and treated with melatonin simultaneously;
IV - rats induced cirrhosis with thioacetamide and then treated with melatonin for eight
weeks; V - rats induced cirrhosis with thioacetamide is and then maintained untreated
with melatonin for eight weeks. Cirrhosis was induced with three weekly applications of
thioacetamide at the dosage of 200 mg / kg body weight for 8 weeks. Melatonin was
administered at the dosage of 20mg / kg i.p. The results showed that melatonin prevented
and improved the effects of thioacetamide on the kidneys and spleens of rats, maintaining
the structure and function of the renal glomeruli, as well as the hematological profile. It
also increased GSH, reduced lipid peroxidation and proinflammatory cytokine levels.
Thus, it is concluded that melatonin acts in the kidneys and spleen protecting and reducing
the damage caused by liver cirrhosis in these organs, which makes this hormone an

excellent option to study the damage caused in the organism by this pathology.

Key words: Melatonin, kidneys, spleen, cirrhosis, albino rats
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1. INTRODUCAO

O figado tem um papel fundamental na homeostasia do organismo atuando de
diferentes formas na regulacgéo deste (Cotran et al., 2000; Smeltzer; Bare, 2005). Portanto,
os distdrbios hepaticos geram consequéncias desastrosas para 0 organismo como um todo
(Vargas; Fraca, 2007). A cirrose hepatica surge em decorrencia de agressdes crénicas do
figado, que pode ser de natureza inflamatdria, toxica, viral, metabdlica ou congestiva
(Heidelbaugh; Sherbondy, 2006; Tsukada; Parsons; Rippe, 2006), acarretando alteracfes
na arquitetura tecidual e importantes alteracdes funcionais.

Com a progressao da doenca, a deterioracdo das funcGes hepéticas se agrava,
podendo chegar a um estagio irreversivel, gerando danos ao organismo e colocando em
risco a vida do individuo (Vargas; Fraca, 2007). Estudos clinicos demonstram diversas
complicacBes relacionadas ao processo patolégico da cirrose, tais como o
comprometimento da funcdo pulmonar, ascite, encefalopatia hepética, ictericia, perda de
massa e da funcdo muscular, alteracfes da pressao na veia porta e alteracfes cardiacas
com consequente reducdo na qualidade de vida (Barcelos et al., 2008; Carvalho et al.,
2008).

Entre as complicacBes causadas por esssa hepatopatia, problemas renais (Garcia-
Tsao; Parikh; Viola, 2009) e no baco (Bem et al., 2006; Coelho et al., 2010) sdo
recorrentes, 0 que torna preocupante, pois esses Orgaos sdo fundamentais para a
manutencdo das fungdes do corpo humano. O bago contém aproximadamente 30% do
total de linfécitos de um individuo, funcionando como filtro pela acdo dos macrofagos,
que retiram de circulagdo as hemacias senescentes e particulas estranhas como as
bactérias (Zago; Falcdo; Ricardo, 2013). Por ndo existir exame especifico para as fun¢des

do baco, é dificil estabelecer a relacdo entre drogas e disfungdes esplénicas, entretanto, o
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aumento deste Orgdo pode ser o primeiro ou o0 mais evidente sinal decorrente de
hepatopatias (Petroianu, 2011).

Ja o rim, além de filtrar o sangue do corpo, € muito importante para 0 metabolismo
e eliminacdo de farmacos, assim como dos seus metabolitos (Seeley; Stephens; Tate,
2003). A imunodepressdo dos cirroticos aumenta a chance de ocorrer doencas infecciosas
(Wasmuth et al., 2005), que podem agravar a vasodilatacao sistémica e precipitar injaria
renal aguda. Ainda, a eliminacdo de farmacos, decorrentes da desintoxicacdo pelos
hepatocitos, pode acarretar em nefrotoxidade (Dekant, 2001). Segundo Garcia-Tsao,
Parikh e Viola (2009), a injdria renal aguda ocorre em aproximadamente 19% dos
pacientes hospitalizados com insuficiéncia hepética, aumentando o risco de morte na
cirrose.

Diante do exposto, podemos enfatizar que a cirrose hepatica apresenta uma série
de alteracdes clinicas sistémicas, que vao além de alteracdes na estrutura e funcdo do
figado (lida et al., 2005). Entretanto, muitos estudos tém ignorado o complexo de
alteracdes que acompanha essa doenca, 0 que se torna preocupante, visto que a alta
morbidade e mortalidade da cirrose sdo secundéarias a complicacdes do quadro patolégico
da cirrose hepética (Coelho et al., 2010).

Sendo assim, estudos que busquem uma alternativa terapéutica que possa
aumentar a qualidade de vida e a sobrevida dos pacientes com cirrose, que podem ser
melhoradas pela prevencdo e pelo tratamento das complicacBes, torna-se de suma
importancia no prognoéstico da doenca. Neste sentido, dados da literatura mostram que a
melatonina apresenta ac¢ao direta nos sistemas renal (Song et al., 1996; Soares Jr et al.,
1999) e imunitério (Claustrat et al., 2005), sendo este hormonio, uma excelente opgéo de
estudo para os efeitos da cirrose hepatica em 6rgaos sequelados em decorréncia do quadro

patoldgico desta doenca.
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As interacOes entre a melatonina e o sistema imunologico tém sido bastante
estudadas, e em praticamente todos 0s casos, a melatonina mostrou ter efeitos
imunomoduladores da resposta imune (Esquifino et al., 2004; Faas et al., 2005). Araujo
et al (2013), também comprovaram que a melatonina é importante para a modulacao de
elementos hematologicos e para o desenvolvimento normal do bago de ratos.

Os rins apresentam receptores de melatonina na membrana basolateral do epitélio
tubular proximal (Song et al., 1996) e de acordo com Sener et al (2003), a melatonina
preveniu danos oxidativo nos rins de ratos submetidos a les6es térmicas. Além disso, deve
ser mencionado que a melatonina induz ao aumento da filtracdo glomerular de sddio e
agua no filtrado urinédrio e estimula o transporte tubular de sdédio (Pishak VP,
Kokoshchuk, 1995). Entretanto, ao estudar a influéncia da glandula pineal sobre a
ingestdo de agua e NaCl em ratas normais e ooforectomizadas, Soares Jr et al (1999)
afirmam que futuros experimentos poderdo desvendar incognitas sobre a atuacao exata
da melatonina sobre o rim.

Assim, apesar de se ter relatos da acdo da melatonina no bago e rins, ndo sédo
conhecidos o papel desempenhando por esse horménio nas lesdes nesses Orgaos
decorrente da cirrose hepatica. Desse modo, essa pesquisa tem como objetivo, avaliar a

acao da melatonina exdgena nos rins e bago de ratos cirréticos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e grupos experimentais

Grupo | - ratos sem inducéo a cirrose (controle);

Grupo Il - ratos induzidos a cirrose experimental com a tioacetamida por 8 semanas;
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Grupo I11- ratos induzidos a cirrose experimental com a tioacetamida por 8 semanas e
tratados com melatonina, simultaneamente, por 8 semanas;
Grupo V- ratos induzidos a cirrose experimental com a tioacetamida por 8 semanas e
depois tratados com melatonina por mais 8 semanas;
Grupo V - ratos induzidos a cirrose experimental com a tioacetamida por 8 semanas e
depois mantidos sem tratamento melatonina por 8 semanas.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica institucional, de n°.

23082.013261/2014.

2.2. Inducédo da cirrose

A tioacetamida foi diluida em agua destilada e administrada intraperitonealmente
na dosagem de 200 mg/1000g de peso corporal, trés vezes por semana, durante 8 semanas
(Alshawsh et al., 2011). As doses da droga foram ajustadas de acordo com o peso
individual de cada animal, como preconiza Li; Benjamin; Alexander (2002) e Guerra et

al. (2009).

2.3. Tratamento com melatonina

O tratamento com melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado de acordo
com a metodologia proposta por Prata-Lima, Baracat e Simdes (2004). Foi administrada
20mg/1000g de peso corporal do animal por meio de injecBes intraperitoneais no inicio
da noite (18:00h), durante 8 semanas. A melatonina foi dissolvida em um volume de
etanol (0,02mL) e diluida em solugdo salina 0,9% (NaCl a 0,9%). Os animais do grupo

placebo receberam, respectivamente, solu¢do NaCl 0,9% e 0,02mL de etanol.
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2.4. Analise morfoldgica

Cinco animais de cada grupo foram eutanasiados apds os periodos experimentais
de cada grupo. Para tanto, os animais foram anestesiados com hidrocloridrato de cetamina
(80mg/kg) e xilazina (6mg/kg), por via intramuscular. Em seguida, procedeu-se a
remocdo dos rins e baco, os quais foram imersos em formol tamponado a 10%,
permanecendo no mesmo por 24 horas. Apods esse procedimento, o0s rins e bacos foram
clivados e submetidos a técnica histologica de inclusdo em parafina. A seguir, os blocos

foram cortados, corados com Hematoxilina e Eosina (H.E).

2.5.Analise morfométrica

Para a analise morfométrica dos rins, foram utilizadas trés 1dminas de cada grupo
e analisados dez glomérulos em cada lamina. As medidas foram restritas aos glomérulos
gue demonstraram, num unico corte, os pélos vascular e urinario. Essa disposicdo indica
a seccao coincidente com a regido equatorial do glomérulo. Para as mensurac6es foram
utilizados os glomérulos selecionados ao acaso. A captura da imagem foi efetuada através
de camera de Video Sony®, acoplada ao microscépio Olympus® Bx50. A morfometria
foi realizada atraves de aplicativo Morfometria de Linhas, calibrado em micrémetros,
associado ao programa Optimas® 6.2 para Windows. Para a obtencéo da area glomerular
posicionara o cursor na area central do glomérulo, estabelecendo-se, a partir dai, uma
linha circular externa, coincidente com os limites do tufo glomerular. Para mensuragéo
da capsula de Bowman foi adotado a mesma metodologia (Akaoka; White; Raafat, 1994).
O volume glomerular e da capsula de Bowman, foi calculado de acordo com os critérios

preconizados por Pagtalunan; Drachman; Meyer (2000). Para essa estimativa, utilizar-se-
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a a equagdo 4/3mr°, destinada ao calculo do volume da esfera, na qual “r” representa o
raio.

A quantificacdo dos glomérulos foi realizada utilizando-se uma ocular de 10X
contendo internamente um reticulo de WAIBEL com 25 pontos (Weibel; Kistler; Scherle,
1966) onde foram contados seis campos, todos aleatérios e em sentido horario, levando-
se em consideracdo apenas 0s pontos que incidiram sobre os glomérulos. Este

procedimento foi realizado utilizando a objetiva de 10X obtendo um aumento final de

100X. No total foram contados 150 pontos por animal totalizando 750 pontos por grupo.

2.6.Hemograma

Foi coletado 1 mL de sangue, antes e ap0s 0s periodos experimentais de cada
grupo, por meio de contencdo mecanica (Fluttert et al., 2000) através da puncéo da veia
caudal lateral com uso de cateter (24G). As amostras foram armazenadas em microtubos
com EDTA e cuidadosamente homogeinizadas por inversao de 5 a 8 vezes para evitar
hemolise e coagulacdo do sangue. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram

levadas para laboratério de analises clinicas veterinarias para a realizacdo do hemograma.

2.7.Bioguimica

Foram avaliados os niveis plasmaticos de uréia e creatinina. Para isso, apds 12h
de jejum, foi coletado 1 mL de sangue dos animais, antes e ap0s 0s periodos experimentais
de cada grupo. As amostras foram armazenadas em tubos especificos para bioguimica e
submetidas a centrifugacdo, a uma temperatura de 4°C com velocidade de 3000 rpm por

10 min. Em seguida, o soro foi transferido paa ependofs e acondicionado em temperatura
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de -80°C até o momento das dosagens. Para isso, utilizou-se Kits da labtest®, especificos
para cada dosagem; a andlise realizada em triplicata e; determinadas com o auxilio do

analizador bioquimico Vet test 8008 (Blood chemistry analyzer).

2.8.Marcadores de estresse oxidativo tecidual

O estresse oxidativo tecidual foi avaliado através da mensuracdo das substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid reactive
substances) e niveis de glutationa reduzida (GSH). Para isso, 0s rins e baco dos animais
foram coletados apds o periodo experimental de cada grupo e, fragmentos destes 6rgaos
foram congelados instantaneamente em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a
—80°C.

Parte do tecido renal e esplénico foram homogeneizados em solucdo contendo
KCI1,15% e EDTA 3mM (5 mL por grama de tecido) e mantidos em banho de gelo. Em
seguida, parte dos homogenatos foram adicionados a um meio de reacdo contendo SDS
0,4%, acido acético 7,5%, e cido tiobarbitarico 0,3% (pH 3,5). Os tubos de reacdo foram
selados e incubados a 95 °C por 60 minutos. Apés resfriamento em agua corrente, foi
adicionado um volume de n-butanol para cada volume de reagdo, e os tubos foram
centrifugados a 1000 xg por 10 minutos. A absorbancia da fase organica foi mensurada a
535 nm. As concentracfes foram obtidas por comparagdo as curvas padrdo de
malonildialdeido. Os resultados foram corrigidos pelas concentra¢fes de proteinas dos
homogenatos.

Os niveis de GSH foram determinados através da mensuracdo de grupamentos
sulfidrilas ndo-protéicos (Sedlak; Lindsay, 1968). Para essa determinacdo, outra porcéo

dos homogenatos obtidos foram submetidos & precipitagéo proteica atraves da adi¢do de

129



solucdo de TCA 5% (até concentracdo final de 20 mg de tecido/mL) seguida de
centrifugacdo (800 x g por 10 minutos). Em seguida, os volumes de sobrenadantes foram
adicionados a nove volumes de meio de reacdo contendo TRIS 200 mM, EDTA 2 mM e
acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) 4 mM em metanol. As reacdes foram incubadas em
temperatura ambiente por 5 minutos, e as absorbancias mensuradas a 412 nm. As
concentracdes foram obtidas por comparacéo as curvas padrao de cisteina. Os resultados

foram corrigidos pelas concentracdes de proteinas dos homogenatos.

2.9. Imunohistoquimica (IL6 e TNF-a)

Para andlise imunohistoquimica, as ldminas foram desparafinizadas e reidratadas
em xilol e alcoois, respectivamente. A recuperacdo antigénica foi realizada através de
uma solucao de tampdo citrato (pH 8.0) em alta temperatura no microondas por 5 minutos.
A peroxidase enddgena foi inibida através de uma solucdo de peroxido de hidrogénio
(3%) em metanol. A reacdo antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada através da
incubacdo das laminas em PBS e albumina sérica bovina (BSA) 5% durante uma hora.
Todos os anticorpos (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram
diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora. Subsequentemente, as laminas foram tratadas
com o anticorpo secundario por trinta minutos. A reacdo antigeno-anticorpo foi observada
através de um precipitado marrom apos aplicacdo de 3,3 diaminobenzidina por quatro
minutos e contracorados com hematoxilina. As imagens foram capturadas por meio de
camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as quais foram
submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificagdo por meio de Histograma RGB

(Red-Green-Blue) (Oberholzer et al., 1996; Lee et al., 2001).
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2.10. Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada em um programa computacional InStat®, onde

dados foram avaliados por meio de testes ndo parametricos de Kruskal-Wallis com post-

hoc de Dunn (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Analise morfométrica

Nos rins a analise morfométrica revelou aumento significativo no diametro e

volume glomerular dos animais induzidos a cirrose e que ndo receberam tratamento com

melatonina (Tabela 1).

3.2. Hemograma

Os dados referentes ao hematocrito (Ht) e a contagem total de hemécias (CTH) dos

animais cirrdticos sem tratamento com melatonina mostraram reducdo significativa

desses parametros em relacdo aos animais dos demais grupos. No entanto, CLT e

neutrofilos dos animais cirroticos e sem tratamento com melatonina mostraram aumento

significativo desses parametros em relagdo aos animais dos demais grupos (Tabela 2).

3.3. Bioguimica
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As analises bioquimicas revelaram que ndo houve alteracGes significativas nos
niveis de ureia e creatinina nos animais tratados com melatonina em relacdo ao grupo
controle. Entretanto, houve aumento significativo nos animais induzidos a cirrose e sem

tratamento com melatonina, em relacdo aos demais grupos experimentais (Figuras 1 e 2).

3.4.Marcadores de estresse oxidativo tecidual

A analise dos niveis de GSH foram significativamente reduzidos nos rins e bagos
dos animais cirroticos e sem tratamento com melatonina quando comparado aos demais
grupos experimentais (Figuras 3 e 4). Entretanto, as concentracbes de TBARS foram
significativamente aumentadas nos rins e bacos dos animais cirréticos e sem tratamento

com melatonina, quando comparados aos demais grupos experimentais (Figuras 5 e 6).

3.5. Imunohistoquimica (IL6 e TNF-a)

A analise imunohistoguimica da expressdo do IL6 e do TNF-a nos rins e baco dos
animais dos grupos experimentais, mostrou que 0s animais tratados com melatonina
apresentaram indices semelhantes aos observados no controle. Ja os dos animais
induzidos a cirrose e sem tratamento com melatonina, mostraram maior expressdo desses

fatores (Figuras 7, 8, 9 e 10).
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Figura 1: Niveis de ceatinina (mg/dl) no plasma dos animais dos grupos experimentais.
Gl - controle, GIl — induzidos a cirrose por 8 semanas, Glll - induzidos a cirrose +
tratamento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas, GIV - induzidos a cirrose +
tratamento com melatonina por 8 semanas e GV - induzidos a cirrose + sem tratamento
com melatonina por 8 semanas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 2: Niveis de uréia (mg/dl) no plasma dos animais dos grupos experimentais. Gl -
controle, GIl — induzidos a cirrose por 8 semanas, Glll - induzidos a cirrose + tratamento
com melatonina, simultaneamente por 8 semanas, GIV - induzidos a cirrose + tratamento
com melatonina por 8 semanas e GV - induzidos a cirrose + sem tratamento com
melatonina por 8 semanas. Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 3: Mensuracdo de GSH (nmol/mg de proteina) nos rins dos animais dos grupos
experimentais. Gl - controle, GIl — induzidos a cirrose por 8 semanas, GllI - induzidos a
cirrose + tratamento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas, GIV - induzidos a
cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e GV - induzidos a cirrose + sem
tratamento com melatonina por 8 semanas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 4: Mensuracdo de GSH (nmol/mg de proteina) nos bacos dos animais dos grupos
experimentais. Gl - controle, GIl — induzidos a cirrose por 8 semanas, GllI - induzidos a
cirrose + tratamento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas, GIV - induzidos a
cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e GV - induzidos a cirrose + sem
tratamento com melatonina por 8 semanas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 5: Peroxidacdo lipidica (nmol/mg de proteina) nos rins dos animais dos grupos
experimentais. Gl - controle, GIl — induzidos a cirrose por 8 semanas, GllI - induzidos a
cirrose + tratamento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas, GIV - induzidos a
cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e GV - induzidos a cirrose + sem
tratamento com melatonina por 8 semanas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 6: Peroxidacdo lipidica (hmol/mg de proteina) nos bacos dos animais dos grupos
experimentais. Gl - controle, GII — induzidos a cirrose por 8 semanas, GllI - induzidos a
cirrose + tratamento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas, GIV - induzidos a
cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas e GV - induzidos a cirrose + sem
tratamento com melatonina por 8 semanas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 7: Imunohistoquimica e quantificagdo do IL-6 nos rins dos animais dos grupos
experimentais. A e Gl — controle, B e Gll- induzidos a cirrose por 8 semanas, C e GllI —
induzidos a cirrose + tramatento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas, D e
GIV —induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas, E e GV- induzidos
a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas, F — Quantificacdo em pixels
da expressao do fator IL-6. Notar aumento significativa dos pixels nos grupos Gll e GV.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 8: Imunohistoquimica e quantificagdo do IL-6 no baco dos animais dos grupos
experimentais. A e Gl — controle; B e Gll- induzidos a cirrose por 8 semanas; C e GllI —
induzidos a cirrose + tramatento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas; D e
GIV —induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas; E e GV- induzidos
a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas e; F — Quantificacdo em pixels
da expressao do fator IL-6. Notar aumento significativa dos pixels nos grupos Gll e GV.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 9: Imunohistoquimica e quantificagdo do TNF-a nos rins dos animais dos grupos
experimentais. A e Gl — controle; B e Gll- induzidos a cirrose por 8 semanas; C e GllI —
induzidos a cirrose + tramatento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas; D e
GIV —induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas; E e GV- induzidos
a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas e; F — Quantificacdo em pixels
da expressdo do fator TNF-o. Notar aumento significativa dos pixels nos grupos Gl e
GV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 10: Imunohistoquimica e quantificagdo do TNF-a no bago dos animais dos grupos
experimentais. A e Gl — controle; B e GlI- induzidos a cirrose por 8 semanas; C e GllI —
induzidos a cirrose + tramatento com melatonina, simultaneamente por 8 semanas; D e
GIV —induzidos a cirrose + tratamento com melatonina por 8 semanas; E e GV- induzidos
a cirrose + sem tratamento com melatonina por 8 semanas e; F — Quantificacdo em pixels
da expressdo do fator TNF-o. Notar aumento significativa dos pixels nos grupos Gl e
GV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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DISCUSSAO

A Cirrose Hepatica, doenca cronico-degenerativa, figura entre as principais doengas
gastrintestinais constituindo um sério problema de satde publica. Estudos indicam que 0s
disturbios hepéticos, desenvolvidos com a progressao da doenca, geram consequéncias
desastrosas para 0 organismo como um todo (Vargas; Franca, 2007), afetando outros
6rgdos, também essenciais para o funcionamento saudavel do corpo, como é o caso dos
rins e baco.

Com os resultados deste estudo foi visto que houve um aumento significativas no
didmetro e volume glomerular dos animais induzidos a cirrose e que ndo receberam
melatonina. Segundo Chilapakati et al (2004), a tioacetamida é um carcinégeno fraco que
afeta principalmente o figado. Entretanto, em doses excessivamente altas, 0s rins também
séo afetados (Chilapakapati et al, 2005; Hasegawa et al., 2007; Rekha et al., 2008). Ainda
devemos ressaltar que eliminacdo de farmacos, decorrentes da desintoxicacdo pelos
hepatdcitos, ocorrem por via biliar ou por via renal, apds passagem pela circulacdo
sanguinea no ultimo caso. Este processo € muito importante para 0 metabolismo e
eliminacdo de farmacos, assim como dos seus metabolitos (Seeley; Stephens; Tate, 2003),
no entanto pode acarretar em nefrotoxidade (Dekant, 2001).

Alguns pesquisadores relatam também que na cirrose hepética avancada, h4 uma forte
vasoconstricdo renal, resultando em uma intensa reducdo no ritimo de filtragdo
glomerular, enquanto que na circulagdo extrarrenal ha predominio de vasodilatacéo,
levando a hipotenséo sistémica (Waidei, 2006; Garcia-Tsao; Parikh; Viola, 2008). Esse
fato pode explicar o aumento do diametro e volume glomerular, pois com a constrigdo
dos vasos renais, o glomérulo pode sofrer aumento em suas dimensdes a fim de

compensar a reducdo da filtracdo nos glomérulos.
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Devemos ressaltar também que dados da literatura mostram que a glandula pineal,
principal produroa de melatonina (MEL), exerce acdo direta no sistema renal (Soares-
Junior et al., 1999). Pishak e Kokoshchuk (1995) verificaram que esse hormonio induz o
aumento da filtracdo glomerular de sodio e agua no filtrado urinario e estimula o
transporte tubular de sodio. No trabalho de Deniz et al (2006), onde foi empregado
modelo experimental de isquemia/reperfusdo (I/R) renal (sindrome complexa que
envolve varios mecanismos como a vasoconstricdo renal, necrose tubular, bloqueio do
ritmo de filtracdo e lesdo glomerulares levando o animal a desenvolver doenca renal
aguda), viram que a MEL foi capaz de atenuar as lesbes renais apds I/R. Esses dados
encontrados na literatura nos permitem sugerir que a MEL agiu nos rins dos animais
evitando/melhoranto os danos causados pela cirrose, 0 que explica as dimensfes dos
glomérulos renais dos animais que receberam esse hordnio nao diferirem dos animais do
grupo controle.

Esses relatos encontrados na literatura explicam os resultados desta pesquisa quanto
aos niveis séricos de creatinina e uréia. Foi observado um aumento significativo desses
biomarcadores nos animais cirrdticos nao tratados com MEL. Al-habori et al (2002)
afirmam que a creatinina € o principal indicador da funcéo renal e a elevacdo de seus
niveis no sangue € observada principalmente em lesbes funcionates dos néfrons. Wadei
et al (2006) ainda ressaltam que uma das caracteristicas da deterioracdo da funcéo renal
€ 0 aumento progressivo da creatinina sérica. Em relacdo aos niveis da uréia, estudos
indicam que a insuficiéncia renal, comum em pacientes com cirrose hepatica, € marcada
pelo aumento dos niveis de uréia (Meyer et al., 2003) e alteragdes hemodindmicas (Ginés
et al, 2003; Garcia-Tsao; Parikh; Viola, 2008), corroborando assim com os resultados

dessa pesquisa.
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Quando avaliado os hemogramas dos animais dos grupos experimentais, observou-se
que os induzidos a cirrose hepatica e sem tratamento com MEL, tiveram uma reducéo
significativa do hematocrito e contagem total de hemacias, quando comparados com 0s
demais grupos. Para Rosenfelde (2012), a contagem das células do sangue tem sido uma
informacao importante, ndo somente para o diagnéstico de doencas, mas também como
um “atestado de saude” nos exames periddicos € no check-up.

Neste contexto, alteracdes em células do sangue em casos de cirrose hepatica tém sido
relatadas (Silva et al, 2007; Diaz-Gil, 2009). Silva et al (2007) ao avaliar os hemogramas
de cées cirréticos, observaram anemia em 84,6% e leucocitose em 61,5%, dos casos.
Ainda se sabe que a MEL atua na modulacéo do sistema imune (Claustrat et al., 2005;
Faas et al., 2005) e elementos sanguineos (Ozmerdivenli et al., 2011; Araujo et al, 2013).
O estudo realizado por Aradjo et al (2013) mostrou a reducdo do percentual do
hematocrito em fémeas pinealectomizadas, sugerindo que esse resultado esta associado a
auséncia da melatonina. Esstes mesmos autores perceberam também um aumento do
percentual de neutréfilos, o que pode explicar o fato de os animais tratados com
melatonina apresentarem porcentagem desses parametros semelhantes aos animais
controles e 0s animais cirrdticos terem esses parametros aumentados.

Além disso, a melatonina exdgena tem acdo no baco de mamiferos (Pertsov, 2006;
Wronka et al., 2008), 6rgdo onde ocorre as respostas imunoldgicas a antigenos veiculados
pela circulacdo e bioeliminacédo das células vermelhas senescentes (De Franceschi et al.,
2005; Ertekin; Selimoglu; Pirim, 2005). A presenca das células hematopoiéticas nesse
Orgdo, também revela sua capacidade de gerar os glébulos vermelhos (Slayton et al.,
2002; Pacheco et al., 2003). Além disso, alteracBes no baco sdo relatadas tanto em
pacientes cirréticos (Bem et al, 2006; Coelho et al., 2010) quanto na cirrose experimental

(Soylu et al., 2006). Sendo assim, o fato de Ht, CTH, CTL e Neutréfilos ndo terem
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diferido nos animais tratados com MEL, € justificado pela acdo desse hormonio como
modulador do sistema imune e no tecido esplénico. Esses resultados também sdo
justificados pela acdo antioxidante desempenhada pela MEL, pois Rosa et al (2010)
relataram que esse horénio protegeu os eritrocitos de ratos do estresse oxidativo.

Quanto aos marcadores de estresse oxidativo no tecido renal e esplénico, os resultados
podem ser explicados pelo potencial antioxidante a melatonina. Pois esse horménio é
citado na literatura por ser um potente antioxidante, tendo sua atividade contra espécies
reativas, evidenciada tanto in vivo quanto in vitro (Sofic et al., 2005). Deve-se ressaltar
ainda que ela age tanto como antioxidante direto, neutralizando a maior parte dos radicais
livres toxicos (Reiter et al, 2003), como indireto, estimulando a atividade de de vérias
enzimas antioxidantes como a superdxido desmutase, glutationaperoxidade, glutationa
redutase e catlase apresentando, portanto, uma importante acdo antioxidante, reduzindo
danos oxidatovos teciduais (Reiter et al, 2003; Tomas-Zapico; Coto-Montes, 2005).

A acdo antioxidante da MEL parece ser ainda mais relevante devido a sua capacidade
de atravessar todas as barreiras morfofisioldgicas e de distribuir-se amplamente nos
tecidos, células e compartimentos subcelulares (Tomas-Zapico; Coto-Montes, 2005).
Isso, justifica o fato dos niveis de GSH terem se mostrado significativamente reduzidos e
0s niveis de peroxidacdo lipidica significativamente aumentado nos animais cirroticos
sem tratamento com melatonina, em comparagao aos demais grupos experimentais.

A expressao das marcacdes para interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), mostraram aumento significativo nos animais cirroticos, quando comparados
com 0s animais dos outros grupos. A IL-6 e 0 TNF-a sdo citocinas pro-inflamatorias,
necessarias para conduzir a resposta inflamatéria. No entanto, ap6s lesdes ou infec¢des
graves, a resposta exacerbada e persistente de citocinas pré-inflamtérias pode contribuir

para lesdes em érgdo-alvo, levando a insuficiéncia de maltiplos 6rgaos e a morte (Lin;
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Calvano; Lowry, 2000; Sommer; White, 2010), o que pode explicar a expressao dessas
citocinas estarem mais elevadas nos rins e baco dos animais induzidos a cirrose, em
comparagdo com 0s demais grupos experimentais.

Além disso, estudos que avaliam as interacdes entre a MEL e o sistema imunologico
se mostraram satisfatorios (Esquifino et al., 2004; Faas et al., 2005). Estudos realizados
por El-Sokkary et al (2003), mostrou que ratos portadores de tumor e que receberam
melatonina, apresentam aumento na atividade proliferativa de linfocitos esplénicos e na
producdo de citocinas por macréfagos, reforcando assim a teoria da acdo da MEL no
sistema immune. A MEL também é citada por apresentar capacidade inibidora de
citocinas e enzimas pro-inflamatoérias (Dominguez-Rodriguez et al., 2007; Kim et al.,
2009), explicando assim, a expressao da IL-6 e de TNF-o ndo diferirem
significativamente do grupo controle.

Assim, conclui-se que a melatonina atua nos rins e bacos de ratos, protegendo e
revertendo a acdo da tioacetamida e da insuficiéncia renal nesses 6rgaos, constituindo
assim uma excelente opcao para estudos que visem alternativas terapéuticas em pacientes

com cirrose.
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