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RESUMO 

 

Base teórica: A Síndrome Hepatopulmonar (SHP) caracteriza-se por uma tríade 

clínica que inclui doença hepática, anormalidades em trocas gasosas e presença de 

dilatações vasculares pulmonares, sendo a obstrução prolongada do ducto biliar 

utilizada em modelos experimentais de cirrose biliar secundária que leva a reações 

inflamatórias agudas, podendo, ainda, ocasionar alterações sistêmicas. Animais com 

cirrose induzida experimentalmente por ligadura de ducto biliar (LDB)  apresentam 

aumento do estresse oxidativo no tecido hepático, mas a inter-relação com o tecido 

pulmonar ainda não está bem esclarecida. O estresse oxidativo desempenha  papel 

central na patogênese e na progressão de doenças crônicas, e o uso de 

antioxidantes tem sido proposto como agente terapêutico para compensar danos 

sistêmicos e hepáticos. Em estudos em que a utilização da melatonina foi 

comparada com a utilização de outros antioxidantes conhecidos como as vitaminas 

C e E, tal componente mostrou-se mais eficiente na redução do  estresse 

oxidativo/nitrosativo, demonstrando que a melatonina atua como potente 

antioxidante. Objetivo:  A presente tese teve como objetivo  investigar o efeito do 

antioxidante Melatonina sobre o tecido pulmonar no modelo experimental de 

Síndrome Hepatopulmonar por ligadura de ducto biliar. Métodos: O trabalho está 

dividido em três partes: Parte I- Artigo de revisão intitulado “Hepatopulmonary 

Syndrome: Oxidative Stress and Physical Exercise,” enviado para publicação no 

periódico European Medical Journal; Parte II- Artigo original intitulado “Efeitos da 

melatonina sobre o tecido pulmonar no modelo experimental de síndrome 

hepatopulmonar”, enviado para o periódico Jornal de Pneumologia; Parte III- Artigo 

original intitulado “Efeitos da melatonina sobre o  tecido hepático e pulmonar em 

animais com síndrome hepatopulmonar por ligadura do ducto biliar”, a ser enviado 

para o periódico Digestive Diseases and Sciences. Foi utilizado o modelo de cirrose 

biliar secundária, induzida pelo modelo de ligadura de ducto biliar (LDB), com ratos 

machos Wistar, pesando ± 300 gramas, divididos em quatro grupos: CO (controle), 

CO+MLT, SHP e SHP+MLT. Os animais foram tratados com MLT a partir do 15° dia 

e com  LDB até o 28° dia. No 29° dia, mediante administração de fármacos 

anestésicos, foram coletados sangue, fígado, pulmão e fêmur. Resultados: Nos 

artigos II e III, ao se avaliar as transaminases, observou-se aumento significativo nas 

enzimas ALT, AST e FA no grupo SHP quando comparadas aos grupos controles, o 

que determina a presença de doença hepática.Posteriormente à administração da 
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melatonina, houve diminuição significativa do grupo SHP+MLT quando comparado 

ao grupo SHP na avaliação da lipoperoxidação, atividade das enzimas Catalase 

(CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa Peroxidade (GPx), bem como na de 

Nitritos/Nitratos (NO2/NO3) e no sistema inflamatório, quando da avaliação  da 

expressão da Óxido Nítrico Sintase Induzível (iNOS) e da região p65 do fator de 

transcrição nuclear-kB (NF-kB). Também houve diferença na gasometria arterial e na 

histologia do tecido pulmonar pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina e Picrosírius, 

especialmente no diâmetro dos vasos pulmonares. Ao avaliar o dano ao DNA pelo 

Ensaio Cometa, foi observado aumento do índice e da frequência de dano no grupo 

SHP, com redução após o uso da MLT. Conclusão: Os resultados sugerem efeito 

protetor da melatonina no tecido hepático e pulmonar, no modelo de Síndrome 

Hepatopulmonar por ligadura de ducto biliar.  

Palavras-chave: Ligadura do ducto biliar, Síndrome Hepatopulmonar, Gasometria, 

Melatonina. 
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ABSTRACT 

 

Background: Hepatopulmonary syndrome (HPS) is clinically characterized by a 

combination of liver disease, gas exchange abnormalities, and pulmonary vascular 

dilation. Prolonged biliary duct obstruction was used in experimental models of 

secondary biliary cirrhosis leading to acute inflammatory reactions and possibly to 

systemic changes. Animals with cirrhosis experimentally induced by biliary duct 

ligation (BDL) showed increased oxidative stress in liver tissue, but the lung tissue 

has not been investigated yet. Oxidative stress has a key role in the pathogenesis 

and progression of chronic diseases, and antioxidants have been proposed as 

therapeutic agents to compensate for systemic and liver damages. In studies 

comparing melatonin with other known antioxidants such as vitamins C and E, 

melatonin was found to be more efficient in reducing oxidative/nitrosative stress, 

showing that it is a potent antioxidant. Objective: The present doctoral dissertation 

aimed to investigate the effect of the antioxidant melatonin on lung and liver tissues 

in an experimental model of BDL-induced HPS. Methods: This dissertation is divided 

into three parts: Part I consists of the review article entitled “Hepatopulmonary 

Syndrome: Oxidative Stress and Physical Exercise,” which was submitted to the 

European Medical Journal; Part II consists of the original article entitled “Efeitos da 

melatonina sobre o tecido pulmonar no modelo experimental de síndrome 

hepatopulmonar”, which was submitted to Jornal de Pneumologia; and Part III 

consists of the original article entitled “Effects of melatonin on liver and lung tissues 

of animals with bile duct ligation-induced hepatopulmonary syndrome”, which will be 

submitted to Digestive Diseases and Sciences. A model of secondary BDL-induced 

biliary cirrhosis was used in male Wistar rats weighing ± 300 g and divided into four 

groups: control group (CG), CG+MLT, HPS, and HPS+MLT. Animals were treated 

with MLT or vehicle from day 15 to day 28 after BDL. On day 29, blood, liver, lung, 

and femur samples were collected after the administration of anesthetic drugs. 

Results: As for transminases, papers II e III found that there was a significant 

increase in enzymes ALT, AST e FA in the HPS group compared with the control 

groups, which indicates the presence of liver disease. The administration of 

melatonin led to a significant decrease in the HPS group compared with the control 

groups with regard to the following variables: lipid peroxidation; catalase, superoxide 

dismutase, and glutathione peroxidase activity; nitrite/nitrate ratio; and inducible nitric 

oxide synthase and p65 region of nuclear factor kappa B. There were also 
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differences in blood gas analysis and histology of lung tissues as assessed by 

hematoxylin and eosin (HE) and picrosirius red staining, especially in the diameter of 

pulmonary vessels. The comet assay revealed an increase the index and frequency 

of DNA damage in the HPS group compared with the control groups, but these 

parameters were reduced with the use of melatonin in the HPS+MLT group. 

Conclusion: Results suggest that melatonin has a protective effect in liver and lung 

tissues using a BLD-induce HPS model.  

Keywords: Biliary duct ligation, Hepatopulmonary syndrome, Blood gas analysis, 

Melatonin. 
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1. INTRODUÇÃO  

 
 

A Síndrome Hepatopulmonar (SHP) pode ser definida como um defeito na 

oxigenação arterial que se apresenta associado a doenças hepáticas. Trata-se de 

uma tríade clínica que inclui alteração da função hepática, anormalidades nas trocas 

gasosas e presença de dilatações vasculares pulmonares (Garcia et al., 1996). A 

fisiopatologia da hipoxemia na SHP é multifatorial e, dentre os mecanismos 

predominantes, podem ser citados o shunt intrapulmonar, o comprometimento da 

relação ventilação-perfusão, a baixa difusão e o desequilíbrio da difusão-perfusão ou 

do gradiente de oxigenação alvéolo-capilar (Faustini-Pereira et al., 2015). 

 

Para estudar as alterações causadas pela SHP, alguns modelos 

experimentais têm sido utilizados, sendo um deles a Ligadura do ducto biliar comum 

em ratos. Estudos experimentais que utilizaram esse modelo encontraram em seus 

resultados o aumento do estresse oxidativo no tecido hepático, além de alterações 

pulmonares (Kontouras et al., 1984). 

 

O estresse oxidativo desempenha papel central na patogênese e na 

progressão de doenças hepáticas. Neste contexto, o uso de antioxidantes tem sido 

proposto como agente terapêutico, bem como o de drogas coadjuvantes, com o 

objetivo de compensar os danos sistêmicos e hepáticos (Tieppo et al., 2009; Da 

Rosa et al., 2010).  

 

Dentre os antioxidantes utilizados, a melatonina (MLT) vem despertando 

grande interesse da pesquisa científica devido aos seus efeitos clínicos (Simko e 

Paulis, 2009). Os resultados obtidos em modelos com diferentes níveis analíticos 

(diferença entre espécies de animais, dosagem, concentração, etc.) ainda são, 

entretanto, controversos. 

 

Tendo em vista a relevância do tema como um problema clínico e médico-

legal, a revisão da literatura realizou-se em busca da abordagem das alterações 

causadas pela SHP e o efeito antioxidante da melatonina nessa condição. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Estratégia para localizar e selecionar informações 

 

A presente revisão bibliográfica ressalta os principais aspectos relacionados à 

Síndrome Hepatopulmonar e ao uso da melatonina (MLT) como estratégia 

terapêutica. Nela, considerou-se a ação terapêutica da MLT como fator, e a redução 

nos parâmetros de dano oxidativo e pulmonar como desfecho. 

 

A busca envolveu as bases de dados Pubmed e SciELO, reconhecidas e 

autorizadas pelo portal CAPES, sendo realizadas buscas por meio dos termos e das 

combinações apresentadas na Figura 1. 
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ORGANOGRAMA DA BUSCA 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Estratégia de busca de referências bibliográficas.  
 

Nesta busca, foram utilizados 129 artigos para a revisão bibliográfica e o 

referencial teórico da tese, 39 artigos na redação do artigo I, 25 artigos para o artigo 

II e 42 artigos para o artigo III. A busca foi realizada no período de 01 a 30 de maio 

de 2017. 
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2.2 Síndrome Hepatopulmonar 

 

A Síndrome Hepatopulmonar (SHP) caracteriza-se por uma tríade clínica que 

inclui doença hepática, anormalidades em trocas gasosas e a presença de 

dilatações vasculares pulmonares (Garcia E. et al., 1996). A obstrução prolongada 

do ducto biliar é utilizada em modelos experimentais de cirrose biliar secundária que 

leva a reações inflamatórias agudas, podendo, ainda, ocasionar alterações 

pulmonares (Silva Júnior OC et al., 1998). Chang e O´Hara (1996) demonstraram 

que animais submetidos à ligadura de ducto biliar apresentavam desenvolvimento 

progressivo de anormalidades nas trocas gasosas, similares àquelas encontradas 

em humanos com SHP. Foi observado que esses animais cirróticos apresentavam 

um gradiente alvéolo-arterial de oxigênio superior a 100% associado a hipoxemia 

moderada (valores inferiores à 85 mmHg). Tais achados estavam associados à 

vasodilatação intrapulmonar, atribuída aos elevados valores de Oxído Nítrico Sintase 

Endotelial (eNOS) encontrados no homogeneizado pulmonar (Fallon MB et al., 

1997). 

 

A SHP é definida como um defeito na oxigenação arterial, induzida por 

dilatações vasculares intrapulmonares, associada a doenças hepáticas. O 

componente vascular característico da SHP inclui capilares pulmonares dilatados, 

difusos ou localizados e, menos comumente, comunicações pleurais e 

comunicações arteriovenosas pulmonares (Koch, 2014). A fisiopatologia da 

hipoxemia na SHP é multifatorial, e os mecanismos predominantes incluem shunt 

intrapulmonar, comprometimento da relação ventilação-perfusão, baixa difusão, 

desequilíbrio da difusão-perfusão ou do gradiente de oxigenação alvéolo-capilar 

(figura 2). 
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Figura 2: Fisiopatologia da Síndrome Hepatopulmonar (Adaptado de Rodriguez-

Roisin e Krowka, 2008). 

 

Animais com cirrose induzida experimentalmente por tetracloreto de carbono 

(CCl4) ou ligadura de ducto biliar (LDB) apresentam aumento do estresse oxidativo 

no tecido hepático (Miltersteiner A et al., 2003; Pavanato MA et al., 2003 e Peres W, 

1999). 

 

A obstrução prolongada do ducto biliar em ratos é um modelo experimental 

para induzir cirrose biliar secundária e fibrose, sendo que estabelece as 

características próprias da patologia em torno de vinte e oito dias. Nesse período, 

devido à obstrução do ducto biliar, ocorrem edema, reações inflamatórias agudas 

pelo refluxo biliar e aparecimento de fibrose periportal devido a alterações na síntese 

e degradação de proteínas matriciais como o colágeno, as glicoproteínas e os 

proteoglicanos, causando a desorganização da arquitetura natural do parênquima 

(figura 3). 
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Figura 3: Modelo de cirrose biliar secundária por ligadura de ducto biliar comum. 

(Adaptado de Kontouras et al., 1984) 

 

O estudo de Tieppo e colaboradores (2005) demonstrou em seus resultados 

que o modelo experimental de LDB é capaz de reproduzir as principais 

características clinicas da SHP, tendo sido observado aumento da aspartato 

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA), 

resultados. No artigo publicado por Colares e colaboradores (2016), que utilizou este 

mesmo modelo experimental, ficou evidenciada a lesão no fígado do grupo com 

SHP, apresentando melhora significativa dos padrões da doença (cirrose biliar 

secundária), após o tratamento com melatonina.  

 

Vercelino e colaboradores (2008) observaram aumento significativo das 

enzimas transaminases nos animais com SHP, com melhora significativa nos 

animais tratados com N-Acetilcisteína, sendo também verificada a redução do 

diâmetro dos vasos e da gasometria arterial, com melhora na pressão parcial de 

oxigênio (PaO2) e na saturação de oxigênio da hemoglobina (SatO2/Hb). 

 

No estudo de Berthelot et al. (1966), foi observado aumento no diâmetro das 

arteríolas do tecido pulmonar em animais que foram submetidos à LDB, sendo 

observado aumento do peso pulmonar no grupo cirrótico em relação ao grupo 

controle Tais alterações podem ocorrer devido ao shunt e à dilatação vascular 
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intrapulmonar, possivelmente encontradas em decorrência da congestão capilar 

intrapulmonar. A vasodilatação intrapulmonar presente nestes casos pode estar 

associada à translocação bacteriana, que ocorre devido à ausência ou à diminuição 

de bile no intestino delgado, que leva à perda do efeito emulsificante e 

antiendotóxico dos sais biliares, provocando níveis elevados de endotoxinas no 

intestino grosso, que serão absorvidas através da circulação portal, favorecendo a 

translocação bacteriana (Cruz CAT et al.,1998). 

 

A lesão hepatocelular impede a adequada filtração do sangue portal, promove 

o desenvolvimento de shunts portossistêmicos e a dramática diminuição da 

capacidade fagocitária do fígado, permitindo a entrada de bactérias e endotoxinas 

na circulação pulmonar. Nessa situação, o pulmão filtra o sangue, compensando o 

decréscimo da função fagocitária do fígado (Rabiller A et al., 2002). O aumento na 

atividade fagocitária pulmonar gera o acúmulo de macrófagos no endotélio 

pulmonar, a ativação de macrófagos secreta produtos para o meio extracelular, 

incluindo citocinas e óxido nítrico (NO). O NO age como um sinalizador molecular 

mediando a vasodilatação, quando produzido em baixas concentrações pelo óxido 

nítrico sintase (NOS) em células vasculares endoteliais, e como uma fonte altamente 

tóxica oxidante, quando produzido em altas concentrações pela NOS, em 

macrófagos no processo patológico. As células fagocitárias têm bem caracterizadas 

a geração de ânion superóxido (O2
•-), que é capaz de oxidar a membrana 

plasmática, produzindo grande quantidade de espécies ativas do oxigênio (EAO) 

(Thannickal VJ e Fanburg BL, 2000). 

 

No estudo de Tieppo et al. (2005), observou-se diminuição na PaO2 e 

SatO2/Hb, e aumento significativo da PaCO2 nos animais cirróticos em relação ao 

grupo controle. Tais resultados puderam ser constatados devido às alterações que 

ocorrem nas trocas gasosas entre o tecido pulmonar e o sistema sanguíneo arterial. 

Em relação à diferença alvéolo-arterial, observou-se diferença do grupo LDB em 

relação ao grupo sham, resultado também observado por Luo et al. (1998), quando 

os animais desenvolveram, além de uma extensa diferença alvéolo-arterial, uma 

progressiva hiperventilação e hipoxemia, sendo esses achados similares aos 

encontrados em humanos.  
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No estudo de Tieppo et al. (2005), a avaliação da LPO no homogeneizado de 

pulmão de ratos controle e cirróticos pós LDB demonstrou, por meio das técnicas de 

Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e Quimioluminescência (QL), 

aumento significativo da peroxidação lipídica, explicada pela possível ação de 

células fagocitárias no combate ao processo de translocação bacteriana. A migração 

de macrófagos para o pulmão leva à produção de radicais superóxido, o que requer 

o aumento da atividade enzimática antioxidante, observada através do aumento 

significativo da atividade da superóxido dismutase (SOD), no homogeneizado de 

tecido pulmonar no grupo cirrótico na tentativa de proteger o órgão da agressão dos 

radicais livres aí formados. Esse estudo concluiu que o modelo experimental da LDB 

apresenta as principais características da SHP e sugeriu que o modelo pode ser 

utilizado em estudos envolvendo estresse oxidativo nas alterações hepáticas e a sua 

relação com o sistema respiratório. 

 

Quadros hipóxicos são comuns em pacientes com Síndrome 

Hepatopulmonar. Tal alteração é induzida por dilatações vasculares 

intrapulmonares, associadas a doenças hepáticas. O componente vascular 

característico da SHP inclui capilares pulmonares dilatados, difusos ou localizados e, 

menos comumente, comunicações pleurais e comunicações arteriovenosas 

pulmonares (Koche Fallon MB, 2014).  

 

Tal desorganização vascular resulta em surgimento de unidades alveolares 

nas quais a ventilação é preservada, porém a presença de shunt arteriovenoso e de 

vasodilatação pulmonar compromete a manutenção de níveis adequados de 

oxigênio arterial. Na SHP, a limitação da difusão do oxigênio para o capilar 

sanguíneo não decorre do espessamento da membrana alvéolo-capilar, mas sim da 

presença de dilatação do leito vascular, associada a um débito cardíaco aumentado 

característico da circulação hiperdinâmica do cirrótico (Agusti et al., 1990; Hervé et 

al., 1998; Krowka, 1995). Além disso, a presença de mediadores produzidos ou 

metabolizados pelo fígado como o NO, um vasodilatador biológico potente derivado 

do endotélio - e que pode estar aumentado no fígado do cirrótico - pode ser um 

importante contribuinte para a vasodilatação pulmonar. A prevalência de SHP em 

pacientes com cirrose é de, aproximadamente, 10 a 20%, contribuindo com o 

aumento da morbidade e da mortalidade desses pacientes (Rodríguez et al., 2004). 
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As principais manifestações da SHP são dispnéia e platipnéia (aumento da 

dispnéia induzida pela mudança do decúbito supino para a posição ortostática), 

associadas à fadiga, além dos achados clínicos de cianose e hipocratismo digital. A 

dispnéia é considerada o sintoma pulmonar mais frequente, sendo associada à 

presença de hipoxemia, que pode ser agravada pelo exercício físico (Agusti et al., 

1989) 

 

O diagnóstico da SHP é definido pelo alargamento da diferença da pressão 

artério-alveolar (AaO2) acima de 15mmHg e/ou pela presença de hipoxemia, 

caracterizada por PaO2 < 70mmHg; por doença hepática comprovada e por 

dilatações pulmonares intravasculares evidenciadas por meio de Ecocardiograma 

(Krowka et al., 2004).  

 

Segundo o estudo de Krowka e Cortese (1994), a SHP pode ser classificada 

em dois tipos, de acordo com a PaO2 e com os achados angiográficos. A SHP tipo I 

é caracterizada pela presença de dilatações pré-capilares difusas com boa resposta 

à administração de oxigênio; no tipo II são encontradas pequenas vasodilatações e 

malformações arteriovenosas, sem resposta à administração de oxigênio (Krowka e 

Cortese, 1994). Em contrapartida, Rodriguez-Roisin e colaboradores (2004) 

propuseram a classificação para estadiamento da SHP em quatro tipos, com base 

nas alterações gasométricas, sendo a síndrome considerada leve quando a PaO2 > 

80mmHg, moderada quando PaO2 < 80 mmHg e > 60mmHg, grave se < 60 mmHg e 

> 50mmHg e muito grave em pacientes com PaO2 < 50mmHg (Rodríguez-Roisin et 

al., 2004). 

 

O uso de oxigenoterapia por período prolongado é indicado para pacientes 

cirróticos com hipoxemia acentuada (Rodríguez-Roisin et al., 2004), sendo o 

transplante de fígado a única alternativa eficaz associada à reversão da hipoxemia a 

longo prazo. Diversos estudos, entretanto, apontam que a presença de SHP está 

relacionada a maior mortalidade após o transplante de fígado (Swanson KL et al., 

2005; Arguedas MR et al., 2003, Taillé C et al., 2003 e West JB e Wagner PD, 

1977), sendo identificados como fatores de risco a presença de PaO2 < 50mmHg e a 

fração de shunt superior a 20%.  
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Estudos apontam que animais com cirrose induzida experimentalmente por 

LDB ou por CCl4 apresentaram aumento do estresse oxidativo no tecido hepático 

(Miltersteiner A et al., 2003; Pavanato MA et al., 2003; Peres W., 1999), porém a 

inter-relação das alterações hepáticas e pulmonares ainda não está bem 

esclarecida. 

 

Como a SHP é um distúrbio vascular pulmonar induzido pela doença hepática 

que causa dilatação microvascular pulmonar e proliferação excessiva de células 

endoteliais microvasculares pulmonares (PMVECs), estudos sugerem que um novo 

mecanismo, a autofagia, esteja envolvido nas complicações pulmonares. Sendo 

assim, é interessante e importante ter ideia de que a autofagia pode estar envolvida 

na SHP. No estudo de Xu e colaboradores (2016), foi relatado que a autofagia foi 

ativada em animais com ligadura do ducto biliar comum. Os resultados sugerem que 

a ativação da autofagia pode desempenhar um papel crítico na patogênese do SHP, 

e a inibição desta pode ter potencial terapêutico para esta doença. (Xu et al., 2016). 

 

Em recente revisão publicada por Grilo-Bensusan e Pascasio-Acevedo (2016) 

reforçou-se que a síndrome hepatopulmonar é caracterizada por anormalidades na 

oxigenação causadas pela presença de dilatações vasculares intrapulmonares. O 

conhecimento sobre o assunto ainda é investigado, no entanto, a maioria das 

informações sobre a etiopatogênese da SHP é obtida através de estudos 

experimentais. A prevalência da doença em pacientes candidatos a transplante de 

fígado varia entre 4% e 32%, com predominância de casos leves ou moderados. 

Embora seja geralmente assintomático, ela tem um impacto na qualidade de vida e 

na sobrevivência dos pacientes. O diagnóstico requer a realização da gasometria 

arterial, na qual a diferença alvéolo-arterial (AaO2) deve ser ≥ 15 mmHg. Atualmente, 

não há tratamento efetivo, em que o transplante hepático demonstrou reverter a 

síndrome e melhorar as taxas de sobrevivência, mesmo nos casos mais graves. 

(Grilo-Bensusan e Pascasio-Acevedo, 2016). 

 

2.3 Funções do Fígado  

 

O fígado é o órgão que desempenha papel muito importante para o 

funcionamento e a manutenção de diferentes funções vitais à saúde do organismo, 

atuando diretamente na síntese e no metabolismo de inúmeras substâncias. A 
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síntese e a secreção de sais biliares que ocorre a partir deste está envolvida 

diretamente em funções digestivas; porém o órgão também participa ativamente na 

regulação do metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios; além do 

armazenamento de substâncias e degradação e excreção de hormônios 

(Zimmerman, 1999; Schinoni, 2008). 

   

O fígado é o maior órgão interno do organismo, pesando em média 1,5 Kg, 

mede cerca de 15 cm em seu plano coronal e 20 cm no plano transversal. Está 

localizado no quadrante superior direito do abdômen onde se encontra protegido 

pelas costelas inferiores (Triviño e Abib, 2003; Coelho, 2012). 

 

Sendo o fígado um órgão vital para a manutenção da vida, apresenta-se com 

uma estrutura complexa, constituído principalmente por células hepáticas, que se 

anastomosam, ou seja, ligam-se umas às outras constituindo, assim, unidades 

morfológicas maiores denominadas de lóbulos hepáticos (Sherlock, 1984). 

 

Nos lobos hepáticos, os hepatócitos ou células hepáticas dispõem-se de 

maneira uniforme formando placas ordenadas radialmente a partir de uma veia 

central e entrelaçadas de maneira ordenada por sinusoides hepáticos. Os sinusoides 

são basicamente condutos de sangue sem parede estruturada e que se apresentam 

revestidos por células endoteliais típicas e macrófagos que, no fígado, são 

conhecidos como células de Kupffer (Friedmane Arthur, 2002; Coelho, 2012). 

 

As células de Kupffer são conhecidas por sua função fagocitária e pertencem 

ao sistema retículo endotelial. Podem ser ativadas por diferentes fatores, dentre 

estes se podem citar as endotoxinas, sepse, ácido araquidônico e fator de necrose 

tumoral (TNF), entre outros. Como resultado da ativação destas células ocorre a 

produção de citocinas, peróxido de hidrogênio (H2O2), óxido nítrico (NO), 

interleucinas (IL), interferon alfa (α) e beta (β), fator de transformação de 

crescimento (TGF-β) e vários prostanóides (Miltersteiner, 2003; Coelho, 2012). 

 

O estreito espaço que separa o sinusóide dos hepatócitos é denominado 

espaço de Disse, onde se localizam as células estreladas hepáticas (CEH), (Figura 

4) (Friedmane Arthur, 2002; Friedman, 2008). 
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Figura 4: Detalhes da estrutura hepática. Espaço subendotelial de Disse com 

presença de células estreladas quiescentes (seta branca), células de Kupffer (seta 

verde), microvilosidades (seta vermelha) e fenestrações (seta amarela). Fonte: 

adaptada (Friedmane Arthur, 2002). 

 

No fígado normal, ocorre equilíbrio entre as substâncias vasoconstritoras -

Endotelina 1 (ET-1) e vasodilatadoras (NO). Na presença da doença hepática ocorre 

o desequilíbrio, com aumento da ET-1 e diminuição do NO. Em decorrência disso, 

há aumento da contratilidade das células estreladas, constrição sinusoidal, com 

aumento da resistência intra-hepática ao fluxo sanguíneo. Além desses mediadores, 

existem outros, como a angiotensina II, prostanoides e monóxido de carbono, que 

podem também desempenhar um papel na endoteliopatia encontrada na cirrose. A 

disfunção endotelial pode estar presente nos compartimentos vasculares intra-

hepáticos não sinusoidais (figura 5). 
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Figura 5: Endoteliopatia presente na circulação intra-hepática (Adaptado de 

Rockey, 2003) 

 

A presença de nódulos formados a partir dos septos de fibrose no tecido 

hepático é condição essencial para o desenvolvimento da cirrose. Os septos de 

fibrose podem envolver um lóbulo único, formando pontes de uma veia porta a outra, 

podendo atravessar todo o lóbulo. Também podem unir-se com a veia central (veia 

porta), formando vários nódulos menores ou ainda, se estiver envolvido com muitos 

lóbulos pode criar um nódulo maior. Na cirrose, ocorrem alterações morfológicas 

baseadas nos tamanhos dos nódulos hepáticos: o micronodular, em que os nódulos 

apresentam um tamanho menor que 3 mm de diâmetro e normalmente mostram 

variação de tamanho, e o tipo chamado misto, que é formado por uma mistura entre 

o tipo micronodular e macronodular, acima de 3 mm (figura 6). 

 

                           

Figura 6: Hepatócito normal e processo de progressão da cirrose. (Adaptado de 

Schiff et al., 2003). 
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Em casos em que a lesão hepática torna-se crônica, uma matriz fibrilar, 

produzida a partir da ativação das CEH, passa a ser acumulada no espaço 

subendotelial de Disse, resultando na perda das microvilosidades dos hepatócitos e 

reduzindo o tamanho e o número de fenestrações presentes neste espaço, fazendo 

com que menos substâncias ligadas a proteínas cheguem ao hepatócito. Essas 

alterações ainda podem vir acompanhadas da ativação das células de Kupffer 

dentro dos sinusoides (Figura 7) (Friedmane Arthur 2002; Friedman 2008; Bona, 

2010). 

                               

Figura 7: Arquitetura hepática com injúria crônica. Espaço subendotelial com 

presença de fibrose (seta branca), perda de fenestrações (seta amarela) e 

microvilosidades (seta vermelha). Fonte: adaptada (Friedman e Arthur, 2002). 

 

A cirrose, consequência final da progressiva fibrogênese, é atualmente 

definida como um estágio avançado da doença hepática crônica, caracterizada pela 

perda da estrutura acinar para se tornar uma estrutura nodular, circundada por 

septos de extensa fibrose no parênquima hepático (Hernandez-Gea e Friedman, 

2011; Novo et al., 2014).  

 

A cirrose frequentemente se desenvolve insidiosamente ao longo de muitos 

anos (20 a 40 anos), sendo o ritmo influenciado por fatores genéticos e ambientais 

(Hernandez-Gea e Friedman, 2011). Com isso, no momento do diagnóstico, os 

pacientes podem apresentar-se em um estágio avançado da doença, sem nenhuma 
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garantia de que o tratamento atualmente disponível para remover a causa 

subjacente irá ter sucesso (Snowdon VK e Fallowfield, 2011). 

 

Na sua evolução, a cirrose compromete outros órgãos e sistemas 

determinando complicações graves, que ocasionam a sua grande morbi-

mortalidade. O tratamento destas situações é paliativo, sendo o transplante hepático 

a única terapêutica efetiva e de resolução. O número limitado de doações de orgãos 

dificulta e impede a resolução plena deste problema. Estas limitações evidenciam a 

urgência e a necessidade de desenvolver terapias anti-fibróticas eficazes (Snowdon 

VK e Fallowfield, 2011).  

 

2.4 Estresse Oxidativo 

 

O estado de desequilíbrio entre as espécies oxidantes e os antioxidantes, a 

favor das oxidantes é conceituado de estresse oxidativo. Esta situação ocorre devido 

a geração exagerada de espécies ativas de oxigênio (EAO) e/ou de radicais livres 

(RL) ou a redução das defesas antioxidantes (Halliwell, 1989). Os organismos 

aeróbios, por necessitarem de oxigênio para produzirem ATP, utilizam metabolismo 

oxidativos, essa forma de fonte energética gera espécies intermediárias derivadas 

do O2, conhecidas por EAO (Boveris e Chances, 1973). 

As EAO são produzidas fisiologicamente durante a conversão do oxigênio 

molecular em água, na cadeia eletrônica mitocondrial. A cadeia eletrônica fornece 

elétrons de forma monovalente, gerando assim ânion superóxido (O2
.-) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (Figura 8). O H2O2 é uma molécula estável, porém, facilmente, na 

presença de metais de transição forma o radical hidroxil (.OH) (Thannickal e 

Fanburg, 2000). Esse último, um radical livre, muito mais reativo e nocivo aos ácidos 

graxos da membrana lipídica (Halliwell, 1989). Além do ânion superóxido (O2
.-), do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e do radical hidroxil (.OH), também são conhecidas 

por EAO o radical peroxil (ROO) e o alcoxil (RO.), ânion hipoclorito (OCl-) e oxigênio 

singlet (1O2) (Barp et al., 2002). Os radicais livres são capazes de oxidar moléculas 

biológicas, pois são extremamente reativos devido ao último orbital 

desemparelhando. 

Outras espécies oxidantes que merecem atenção são as derivadas do óxido 

nítrico (NO). Sua relevância se deve a capacidade de se combinar com as EAO, 
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gerando o peroxinitrito (ONOO-.), que potencializa o estresse oxidativo. Essa última 

espécie é muito reativa e danosa à célula (Halliwell, 1989).  

 As EAO são formadas nas cristas mitocondriais, na reação NADPH/ 

NADP, no metabolismo da xantina oxidase, no retículo endoplasmático, no processo 

isquemia/ reperfusão e nos insultos inflamatórios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Esquema da geração das espécies ativas de oxigênio (EAO) e das 

espécies reativas de nitrogênio (ERN). NADPH: fosfato nicotinamida adenina 

dinucleotídeo; O2: oxigênio; O2
.-: ânion superóxido; H2O2: peróxido de hidrogênio; 

SOD: superóxido de dismutase; ONOO-: peroxinitrito; NO: óxido nítrico; NOS: óxido 

nítrico sintase; Fe2+: íon ferro; OH-: radical hidroxil, R-OO: radical peroxil (MOREIRA, 

2015). 

 

Os radicais livres podem oxidar os lipídios, causando a lipoperoxidação 

(LPO), assim como pode oxidar proteínas, gerando a inativação enzimática ou a 

alteração do estado redox intracelular; e por fim podem danificar a estrutura do DNA 

(Favier et al., 1995). São esses eventos nocivos que tornam importante entender o 

estresse oxidativo e suas repercussões sistêmicas. Neste contexto, a geração de 

EAO e RL contribui com um ambiente favorável aos múltiplos processos patológicos, 

mantendo ou agravando o estado de doença (Klaunig et al., 2010). 

.- 
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A superprodução de EAO e RL, associada a precária resposta das defesas 

antioxidante, pode ser responsável pelo dano oxidativo de macromoléculas. 

Exemplo desta condição, é a o que ocorre na inflamação crônica que ocasiona 

ativação de inúmeros fatores pró-inflamatórios e proliferativos. Nesse ambiente, 

mediadores químicos associado ao aumento do metabolismo local e as disfunções 

vasculares que potencializam a formação de mais EAO. Na sequência, estimulam as 

células envolvidas com o processo de reparo, resultando em maior depósito de 

fibrose. Muitos autores citam a forte relação entre aumento do EO e a presença da 

fibrose (Tieppo et al., 2009; Bona et al., 2012). Bona et al, 2012, refere que animais 

cirróticos exibiam maiores valores de LPO e maior depósito de fibrose na avaliação 

histológica. 

Dröge (2002), relata que as EAO podem estimular as vias de transdução de 

sinal e levar à ativação de fatores chave de transcrição como fator nuclear eritroide-2 

(Nrf2) e NFkB, contribuindo para o agravamento e para a manutenção da doença 

(Klaunig et al., 2010). 

O estresse oxidativo se sustenta na presença que quadros inflamatórios, 

como na cirrose, na hipertensão portal e na síndrome hepatopulmonar (SHP), pois 

nesses ambientes existem aumento do metabolismo, alteração do pH e altas 

concentrações de metais de transição, que facilita a produção de radicais livres. 

(Wang et al., 2006). 

 

2.5 Defesas antioxidantes: sistema enzimático e não enzimático 

 

O organismo dispõe de eficiente sistema de detoxicação dos RL e das EAO. 

Sabe-se que os RL só são estabilizados quando reagem com outro radical ou com a 

ação química do sistema antioxidante. Os antioxidantes atuam de duas formas 

estabilizando a EAO ou se ligando aos íons de transição. Eles podem, então: 

prevenir a formação de novos RL, como a superóxido dismutase (SOD), a glutationa 

peroxidase (GPx) e as proteínas de união com metais (ferritina e ceruloplasmina); 

reagir com radicais, evitando as reações em cadeia, como as vitaminas E e C, o 

ácido úrico e a albumina; e reparar as moléculas oxidadas por radicais, como por 

exemplo, enzima reparadora de DNA (Cheeseman e Slater, 1993). 

Esse sistema de defesa pode ser de origem enzimática ou não-enzimática. As 

defesas antioxidantes enzimáticas são: superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa dissulfeto redutase (GR) e glutationa 
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S transferase (GST) (Travacio e Llesuy, 1996). As defesas antioxidantes não 

enzimáticas são compreendidas pelas vitaminas (α-tocoferol, β-caroteno, ácido 

ascórbico), glutationa e flavonoides (Koul, Bhatia e Bansal, 2001). 

A principal função do sistema antioxidante enzimático é manter o equilíbrio 

entre a produção de substâncias pró-oxidante e antioxidante, que muitas vezes o 

organismo fica exposto, evitando aumento das oxidantes. Cada enzima deste 

sistema desempenha um papel específico no controle do balanço oxidativo. 

Na reação I exibe a ação catalítica da SOD junto ao ânion superóxido. Essa 

enzima é responsável pela dismutação do ânion superóxido em H2O2 e O2. 

Apresenta-se em três formas: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a Cu-ZnSOD 

situada no endotélio vascular e, por último, a SOD-manganês, presente na matriz 

mitocondrial (Chance et al., 1979). 

 

SOD 

2 O2
.- + 2H+                                           H2O2  +  O2                       (I) 

 

Ao final da dismutação do ânion superóxido é formado o peróxido de 

hidrogênio e o O2. O H2O2, não é considerado um radical, porém facilmente reage 

com metais de transição, formando o radical hidroxil. Para remover os peróxidos, 

são utilizadas duas enzimas a CAT e da GPx, tendo a CAT mais afinidade ao 

peróxido de hidrogênio, de metila e etila, enquanto que a GPx catalisa a redução de 

peróxido de hidrogênio e de hidroperóxidos orgânicos (Travacio e Llesuy, 1996). A 

ação da catalase sobre o peróxido é apresentada na reação II. 

 

CATALASE 

2 H2O2                                            O2  +  2H2O                      (II) 

 

A GPx como dito anteriormente, atua sobre peróxidos orgânicos, localizada 

no citosol e na matriz mitocondrial e, reduz os peróxidos à água, por meio da 

oxidação da glutationa reduzida (GSH). Particularmente, nessa reação há 

necessidade de restabelecer a glutationa oxidada (GSSG), por isso Glutationa 

Redutase (GR) consome NADPH para restaurar a GSSG em GSH, como é descrito 

na Figura 9 (Halliwell, 1989). 
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Figura 9: Sistema de defesa antioxidante e a interação entre as enzimas. H2O: 

água; GPx: Glutationa Peroxidase; H2O2: peróxido de hidrogênio; O2: oxigênio; 

GSSG: Glutationa oxidada; GSH: Glutationa reduzida; GR: Glutationa Redutase; 

SOD: Superóxido de dismutase NADPH: fosfato nicotinamida adenina dinucleotídeo; 

Fe2+: íon ferro; OH-: radical hidroxil (Moreira, 2015). 

 

Para reforçar o sistema das defesas antioxidantes endógeno e manter o 

equilíbrio redox estável, os organismos aeróbios podem utilizar o sistema de 

suplementação de substâncias exógenas que desempenham a função de 

antioxidantes. São substâncias capazes de doar elétrons para os RL, assim 

estabilizando-os. Dentre elas estão vitaminas (α-tocoferol ou vitamina E, β-caroteno, 

ácido ascórbico ou vitamina C), glutationa, quercetina, flavonoides e melatonina 

(MLT) (Tieppo et al., 2009; Bona et al., 2012). Essa pesquisa tem por proposta 

investigar os efeitos antioxidante e anti-inflamatório da melatonina (Reiter et al., 

2007), em animais cirróticos por LDB e com SHP. 

 

2.6 Estresse Nitrosativo 

 

O NO é considerado um segundo mensageiro intracelular com inúmeras 

funções biológicas, incluindo as funções neurotransmissora, vasodilatadora, 

imunológica e metabólica (Bredt, 1999). O NO é gerado a partir dos substratos 

arginina e O2 por uma família de três isoformas do NOS: NOS endotelial (eNOS), 

NOS neural (nNOS) e a NOS induzível (iNOS). Estudos anteriores têm mostrado que 

essas isoformas exibem uma ampla distribuição tecidual, incluindo o tecido muscular 

esquelético (Reid, 2001). O NO é consideravelmente menos reativo que o radical 

•OH, porém sua interação com o O2•- produz outra ERN, o ONOO-, capaz de se 

O2
.- 
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decompor produzindo potentes oxidantes em pH fisiológico. Ao contrário de outras 

EAO e a exemplo do •OH, o NO, bem como o ONOO-, não possuem uma enzima 

antioxidante específica, sendo suas concentrações reguladas pelos níveis de 

antioxidantes não enzimáticos e, principalmente, pelas concentrações de O2•- 

disponíveis (Kooy e Royal, 1997).  

 

As EAO e ERN são produtos do metabolismo celular fisiológico, possuindo 

um duplo papel, que pode ser nocivo ou benéfico para o organismo. Diversas 

funções fisiológicas são controladas por essas moléculas, incluindo a regulação do 

tônus vascular, defesa contra microorganismos invasores e células nocivas, 

monitoramento da tensão de oxigênio no controle da ventilação e na produção de 

eritropoetina, além de atuar como mediador e modulador de sinalização molecular 

(Ascensão et al., 2007; Buonocore e Groenendaal, 2007).  

 

A síntese do NO ocorre pela ação da enzima NOS, através da conversão de 

L-arginina e oxigênio em L-citrulina e NO (figura 9). 

 

  

Figura 10: Síntese do NO. Fonte: Adaptada (Liaudet et al., 2000). 

 

A produção de NO é principalmente gerada através da ´resenaça de óxido 

nítico sintase (NOS). Esta enzima catalisa a oxidação de um nitrogênio guanidino da 

L-arginina que é convertida em L-citrulina (figura 9). Existem três formas de NOS 

identificadas: eNOS, a nNOS e a iNOS. A eNos é uma NOS constitutiva e produz 

NO no endotélio vascular sob condições basais, mas a força de cisalhamento 

produzida pelo fluxo sanguíneo pode incrementer sua produção, a nNOS que regula 

a transmissão neuronal e a iNOS identificada primeiramente nos macrófagos está 

relacionada aos danos teciduais e presente na inflamação e apoptose celular 

(Knowles e Moncada, 1994; Davis et al., 2001). 

 

O NO pode ser dividido de acordo com o mecanismo de ação da molécula 

com sua célula alvo. Esse mecanismo pode ocorrer de duas formas: quando 
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interage diretamente com a molécula do sistema alvo e quando existem 

intermediários de espécies ativas de oxigênio como o O2•- que podem reagir com o 

NO, podendo levar à formação de ERN, como o ONOO- (Villanueva e Giulivi, 2010). 

A produção exacerbada de espécies reativas de nitrogênio é conhecida como 

estresse nitrosativo. Isso ocorre quando a geração de ERN em algum sistema 

excede a habilidade do sistema em estabilizá-las e/ou eliminá-las (Valko et al., 

2007). 

O óxido nítrico sob condições fisiológicas desempenha um papel essencial na 

homeostase vascular bem como no sistema imune e atua como uma molécula 

moduladora em diferentes processos fisiológicos como na regulação da integridade 

e motilidade intestinal (Wolin, 2000; Krieglstein et al., 2001; Kolios et al., 2004; Soufli 

et al., 2016). Estímulos, como pela isquemia e reperfusão, levam ao aumento dos 

níveis de NO e à produção de peroxinitrito, causando acentuada peroxidação 

lipídica, protéica e modificações no DNA, resultando em danos celulares (Liu et al., 

2007; Roberts et al., 2013). 

 

Na I/R intestinal, a produção aumentada de NO leva à disfunção celular da 

mucosa, acarretando uma série de eventos prejudiciais ao órgão isquêmico como 

perda da integridade da barreira da mucosa e a consequente liberação de 

mediadores inflamatórios para outros sistemas podendo levar à inflamação sistêmica 

característica da Síndrome de disfunção de múltiplos órgãos (SDMO) (Carden e 

Granger, 2000; Krieglstein et al., 2001; Granger e Kvietys, 2015). O aumento dos 

níveis de NO é associado à expressão da forma induzível iNOS que não está 

presente em condições normais, mas pode ser induzida em resposta a citocinas e 

fatores de transcrição nuclear, levando, assim, ao aumento dos níveis de NO, o que 

contribui para a fisiopatologia da lesão por isquemia/reperfusão (I/R) intestinal e 

consequentes danos sistêmicos (Takizawa et al., 2011; Granger e Kvietys, 2015). 

Sun et al. (2015) utilizaram a dexmedetomidina (DEX) como tratamento na lesão 

intestinal induzida por I/R e demonstraram que os níveis de NO foram 

significativamente reduzidos em comparação com o grupo I/R, sugeriram que NO é 

um mediador crítico da resposta inflamatória durante o desenvolvimento da lesão 

intestinal. Estudos sugerem que a iNOS desempenha papel importante no 

agravamento da lesão I/R, e que a sua inibição implica a redução da produção de 

NO (Liu et al., 2007; Kudoh et al., 2014; Akcılar et al., 2015; Sun et al., 2015). 

Takizawa et al. (2011) observaram aumento nos níveis de NO e uma expressão 
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aumentada do gene da iNOS em modelo animal de lesão intestinal I/R (Takizawa et 

al., 2011). 

 

2.7 Fator de transcrição nuclear kappa B  

 

Fator de Transcrição Nuclear Kappa B (NFkB) 

O fator nuclear kB - NFkB – é considerado um dos principais fatores nucleares 

ligados a resposta inflamatória. Encontra-se no citoplasma na sua forma inativada, 

porém a fosforilação da subunidade NFkB (p65) pode afetar funções importantes, 

como a ativação da transcrição de inúmeros genes pró-inflamatórios e de 

sobrevivência celular. Os sinais que ativam o NFkB são originados por estímulos 

decorrentes de: citocinas, sinais mitogênicos, mediadores biológicos, produtos 

bacterianos, produtos virais, estresse físico, estresse oxidativo e agentes químicos 

(Siebenlist, Franzoso e Brown, 1994). Na presença do estresse oxidativo, pode ser 

ativado, resultando no desacoplamento do seu inibidor (IkK) e no movimento em 

direção ao núcleo (Figura 11 ). No núcleo, se liga a região promotora de genes alvos 

e iniciando a expressão de genes de moléculas de adesão e de mediadores 

inflamatórios (Thanos e Maniatis, 1995; Bakkar e Guttridge, 2010). É formado por 

um complexo dímero da família de polipeptídeos da família Rel/ NFkB, que se 

dividide em duas classes: a primeira classe consiste de proteínas precursoras p105 

e p100, que são processadas e maturadas nas formas de p50 e p52, 

respectivamente. A segunda classe é representada pelas proteínas do tipo Rel (c-

Rel), v-Rel, Rel A (p65) e Rel B (Siebenlist, Franzoso e Brown, 1994). 
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Figura 11: Ativação do NFkB e suas ações sobre a inflamação (Adaptado de 

Tabrunyn e Griffion, 2008; Walston, 2015). 

Em condições basais o NFkB encontra-se inativo, no citoplasma, ligado a uma 

proteína inibitória IkB. Entretanto, inúmeros estímulos são capazes de inativar o 

inibidor, e assim permitir a rápida translocação do fator para o núcleo, para que seja 

iniciada a transcrição nuclear (Siebenlist, Franzoso e Brown, 1994). 

Muitos pesquisadores acreditam que o conhecimento sobre esse fator e o 

entendimento das vias utilizadas por ele seja o caminho para elucidar a complexa 

rota inflamatória. Como exemplo, muitos sinais de transdução têm sido implicados 

na ativação do NFkB, capazes de iniciar a cascata de fosforilação (Bours et al., 

1992). As vias de comunicação celular e de sinalização entre o citoplasma e o 

núcleo são extremamente complexas, porque a ativação da resposta dos fatores 

nucleares é dependente do estímulo transmembrana, dos receptores, da proteína 

quinase, do 2º mensageiro, dos processos de fosforilação e das proteínas 

citoplasmáticas envolvidas. 
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Existem bases científicas que sugerem que substâncias oxidantes, como as 

EAO, sejam capazes de atuar como sinalizadores ao NFkB. E que antioxidantes 

exercem capacidade regulatória sobre a função do fator nuclear kB. Este fato 

demonstra que, o NFkB é um fator de transcrição responsivo ao estresse oxidativo 

(Van Den Berg et al., 2001). 

2.8 Melatonina 

 

Melatonina: características e funções 

Muitos autores têm apresentado o desequilíbrio redox como peça central na 

patogênese e progressão de doenças hepáticas. E como prova dessa hipótese, eles 

têm demonstrado que o uso de antioxidantes é capaz de reverter o quadro de 

doença instalado. Com base nessas evidências, tem sido proposto que o controle do 

estresse oxidativo pode ser uma forma promissora de terapia alternativa, bem como, 

o uso de antioxidantes exógenos para compensar os danos sistêmicos e hepáticos 

(Moreira et al., 2004; Tieppo et al., 2009; Bona et al., 2012). 

N-acetil-5-metoxitriptamina, conhecida por melatonina (MLT), é uma 

indolamina lipofílica, formada a partir do triptofano e produzida, principalmente, pela 

glândula pineal dos vertebrados (Reiter e Tan, 2002; Reiter et al., 2007). As 

principais funções da melatonina estão associadas ao controle e tratamento de 

alterações ligadas ao ritmo circadiano (Kostoglou-Athanassiou, 2013; Perdomo et 

al., 2013); ao ritmo do sono, ao humor, à maturação sexual e reprodução, à função 

imunitária e ao envelhecimento (Mills et al., 2005, Allegra et al., 2003, Reiter et al., 

2001). Recentemente, está sendo citada como um potente antioxidante, que atua de 

forma sinérgica ao sistema de defesa antioxidante (Perdomo et al., 2013). 
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A melatonina é descrita por inúmeras ações, que são dependentes do 

receptor que se liga (M1, M2 e M3), do tipo de célula em que está atuando e dos 

níveis de hormônios corticotrópico. Dentre as ações, podem ser elencadas: atividade 

anti-angiogênica (Lissoni et al., 2001), atividade anti-inflamatória (Lissoni et al., 

1997), imunoestimulação (Brzezinski et al., 1997, Lissoni et al., 2002), antioxidante 

(Reiter et al., 2004) e oncostática (Mills et al., 2005; Reiter et al., 2007, Blask et al., 

2002). Os efeitos oncostáticos foram descritos pela primeira vez por Blask et al. 

(2002), e atualmente, são amplamente estudados, principalmente em tumores de 

mama, cólon e ovário (Shiu et al., 2003, Mills et al., 2005; Otalora et al., 2008; Jung 

et al., 2010; Carbajo-Pescador et al., 2011). 

Dentre os antioxidantes exógenos não enzimáticos, a melatonina foi 

considerada a que melhor desempenhou o papel de substância antioxidante, 

apresentando resultados melhores no controle do estresse oxidativo que o a-

tocoferol e o ácido arcórbico (Reiter et al., 2001; Reiter et al., 2003). Sua estrutura 

molecular é composta de uma ligação dupla entre os carbonos 2 e 3, que lhe 

permite doar elétrons para estabilizar RL. Graças a essa característica química, ela 

exibe ação antioxidante. A melatonina tem boa mobilidade pelas barreiras 

morfofisiológicas, devido ao seu peso e pela propriedade de anfifilicidade. Esse 

trânsito facilitado garante seu rápido acesso aos locais de produção de radicais 

livres, por exemplo, nas cristas mitocondriais (Reiter et al., 2001; Reiter et al., 2003) 

(Figura 12). Reiter et al., 2003 refere que a melatonina atua como scavenger sobre 

os radicais livres e também, estimula a produção de várias enzimas antioxidantes. 
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Figura 12: A estrutura química da Melatonina. É uma indolamina, com PM de 

232,27 g/mol, característica química de anfifilicidade, A propriedade antioxidante é 

conferida pela dupla ligação presente nos carbonos 2 e 3 (do anel pirrólico) que 

possuem alta capacidade de doar elétrons (Cipolla-Neto e Afeche, 2008). 

Somado aos efeitos antioxidantes, a melatonina também atua como anti-

inflamatório, por sua capacidade de reduzir a expressão de óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS) e da ciclo-oxigenase (COX-2) (Mauriz et al., 2013; Perdomo et al., 

2013). Nos estudos que demonstraram tal efeito, provaram que o controles dessas 

enzimas resultaram em redução na liberação de inúmeras de moléculas pró- 

inflamatórias (Perdomo, et al., 2013). A melatonina modula a ativação de: NFkB, 

controlando resposta inflamatória e proliferativa; do fator induzível por hipóxia (HIF), 

revertendo as disfunções vasculares e sobre o fator nuclear eritróide-2 (Nrf2), 

estimulando a ação cito-protetora (Mauriz et al., 2013; Carbajo-Pescador et al., 

2013; Vriend e Reiter et al., 2015). 

Esse fator, Nrf2, é estimulado na presença de substâncias oxidantes ou de 

ambientes em estresse oxidativo agudo, porém foi provado que a melatonina é 

capaz de ativar o Nrf2 que é responsável pela transcrição de várias enzimas 

antioxidante (Venugopal e Jaiswal, 1996; Tripathi e Jena, 2010). Devido a isto, é 

possível que sistemas biológicos expostos à melatonina obtenham altos níveis de 

enzimas detoxificantes da fase I, tornando-os mais preparados para situações de 

estresse oxidativo ou situações de toxicidade. 
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Tripathi e Jena, (2010) relataram que após o uso de melatonina, foi observado 

aumento da a expressão de enzimas detoxificantes - Heme Oxigenase 1 (HO-1) e 

NAD(P) quinona oxidoredutase-1 (NOQ1), e eles associam esse aumento pela 

ativação do Nrf2. 

O fator de transcrição NFkB exerce comportamento dual nos organismos 

celulares, pois é responsável pela expressão de muitos genes que regulam a 

resposta imune, inflamatória e apoptótica. Entretanto, pode ser o responsável por 

inúmeras doenças quando se encontra excessivamente ativado. Baeuerle e Henkel, 

(1994) relatam que a regulação deste fatore pode resultar no controle da produção 

de citocinas pró-inflamatórias. A melatonina auxilia o sistema de defesas 

antioxidantes das células, devido a regulação gênica do Nrf2 e pela modulação do 

NFkB (Cuzzocrea e Reiter, 2002; Mauriz et al., 2013; Hill 1988; Papazisis et al., 

1999; Petranka et al., 1999; Fariol et al., 2000). 

A melatonina atua como antiapoptótica em doenças inflamatórias hepáticas. 

Entretanto, estudos “in vitro”, comprovaram ações pró-apoptótica em células 

tumorais, controlando o crescimento tumoral (Martin-Renedo et al., 2008; Carbajo-

Pescador et al., 2013, 2013a). Essa ação oposta acredita-se que esteja associado 

ao tipo de receptor em que ela se liga (M1, M2 e M3) (Sainz et al., 2003). Por ser 

capaz de atuar em inúmeros mecanismos e ser seletiva nas ações de regulação do 

estresse celular e oxidativo, torna a melatonina um interessante agente terapêutico 

no tratamento de doenças hepáticas. 

Nesse contexto, esse trabalho buscou estudar os efeitos antioxidantes e anti-

inflamatório da melatonina sobre o pulmão de animais cirróticos por LDB e que 

desenvolveram SHP. 
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3. MARCO CONCEITUAL  

 

A Síndrome Hepatopulmonar apresenta-se com uma tríade clínica que inclui 

alteração da função hepática, anormalidades nas trocas gasosas e presença de 

dilatações vasculares pulmonares, sendo atualmente um diagnóstico muito 

prevalente e incapacitante para os pacientes acometidos.  O estresse oxidativo 

desempenha papel central na patogênese e na progressão de doenças crônicas, 

sendo o uso de antioxidantes uma alternativa terapêutica, com o objetivo de 

compensar os danos sistêmicos e hepáticos.  

 

Dentre os antioxidantes utilizados, a MLT vem despertando grande interesse 

devido ao seu efeito antioxidante. A capacidade da MLT em atuar sobre os radicais 

livres deve-se  à sua propriedade de anfilicidade, ou seja, é capaz de difundir-se 

tanto em meios hidrofílicos quanto lipofílicos. E por não apresentar efeitos colaterais 

e de toxicidade, caracteriza esta molécula como um antioxidante ideal, 

principalmente como agente terapêutico em doenças com o envolvimento do 

estresse oxidativo (figura 13). 
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Figura 13: Marco conceitual, construído a partir da base teórica que sustenta 

o estudo. 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

São cada vez maiores as prevalências e as incidências de doenças 

inflamatórias hepáticas com repercussões em outros sistemas, sendo elas motivo de 

preocupação para a saúde pública no País. Por outro lado, ainda se deve evoluir na 

elucidação do comprometimento dos diversos sistemas envolvidos na evolução da 

doença, como no sistema pulmonar, sendo da mesma forma fundamental a busca 

por novos tratamentos que previnam ou minimizem sequelas. O estudo das vias de 

sinalização inflamatória, do estresse celular, dano ao DNA, trocas gasosas e 

vasodilatação pulmonar durante a evolução da doença, torna-se fundamental para o 

melhor entendimento dos mecanismos envolvidos, buscando assim novos 

tratamentos terapêuticos.  

 

A contribuição científica a ser alcançada por este projeto de pesquisa diz 

respeito ao avanço no conhecimento do comportamento da doença hepática, sua 

relação com o sistema respiratório e a utilização de um tratamento antioxidante 

(Melatonina) para minimizar os feitos deletérios da mesma.  

 

Assim, faz-se necessário elucidar o envolvimento de outros sistemas 

participantes na Síndrome Hepatopulmonar (SHP), desenvolvendo novas propostas 

de tratamento.  Quando utilizada em diferentes modelos experimentais, a Melatonina 

apresenta resultados positivos, mas não especificamente na SHP, portanto se 

pretende -por meio deste estudo-  esclarecer os possíveis marcadores e 

mecanismos envolvidos no processo da doença, além de investigar as alterações no 

tecido pulmonar, e, posteriormente à utilização da melatonina, reconhecer os 

possíveis marcadores que possam prevenir e/ou retardar o desenvolvimento da 

doença. 

 

 



 
 

5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral  

 

Avaliar as alterações existentes no tecido hepático e pulmonar em animais 

com síndrome hepatopulmonar induzida por ligadura de ducto biliar, e o efeito 

antioxidante da Melatonina. 

 

5.2 Objetivos Específicos 

 

5.2.1 Objetivos específicos do artigo I  
 

- Realizar revisão da literatura sobre a Síndrome Hepatopulmonar, estresse 

oxidativo e exercício físico. 

 

Respondidos no artigo I intitulado, “Hepatopulmonary Syndrome: Oxidative 

Stress and Physical Exercise”. 

Enviado para publicação no periódico European Medical Journal. 

Tipo de Artigo: Artigo de Revisão. 

 

5.2.2 Objetivos específicos do artigo II 
 

-  Avaliar as alterações do tecido pulmonar através da técnica de Hematoxilina 

e Eosina e picrosírius. 

-  Avaliar o estresse oxidativo e o efeito antioxidante da MLT.  

-  Avaliar as trocas gasosas através da gasometria arterial. 

- Verificar o gradiente alvéolo-arterial de oxigênio e a relação pesopulmonar/ 

peso corporal (%). 

 

Respondidos no artigo II intitulado, “Efeitos da melatonina sobre o tecido 

pulmonar no modelo experimental de síndrome hepatopulmonar”. 

Enviado para o periódico Jornal Brasileiro de Pneumologia. 

Tipo de Artigo: Artigo Original. 
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5.2.3 Objetivos específicos do artigo III 
 

- Verificar a integridade hepática de ratos com SHP por meio da avaliação das 

enzimas séricas Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT) 

e Fosfatase Alcalina (FA) de ratos tratados e não tratados com Melatonina.  

- Avaliar os gases sanguíneos por meio da gasometria arterial de ratos 

tratados e não tratados com Melatonina. 

- Avaliar a lipoperoxidação dos tecidos pulmonar através da determinação das 

substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) nos animais tratados e não 

tratados com Melatonina. 

- Quantificar a atividade enzimáticas antioxidante da SOD, CAT e GPX de 

animais tratados e não tratados. 

- Analisar o diâmetro dos capilares pulmonares pela histologia por coloração 

com hematoxilina e eosina dos animais tratados e não tratados.  

- Avaliar o fator de transcrição nuclear kappa B através da subunidade p65 no 

tecido pulmonar dos animais com SHP e que receberam melatonina. 

- Avaliar a expressão do óxido nítrico sintase induzível (iNOS), da p65 e da 

SOD no tecido pulmonar. 

- Avaliar o índice e a frequência de dano ao DNA pelo ensaio cometa. 

Respondidos no artigo III intitulado, “Efeitos da melatonina sobre o tecido hepático e 

pulmonar em animais com síndrome hepatopulmonar por ligadura do ducto biliar” 

Enviado para publicação no periódico Respiratory Physiology & Neurobiology. 

Tipo de Artigo: Artigo Original. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Hepatopulmonary syndrome (HPS) is characterized by a 

combination of liver disease, gas exchange abnormalities, and pulmonary vascular 

dilation. The effect of melatonin on oxidative and nitrosative stress compared with 

other antioxidants has not been completely elucidated yet. Objective: To assess the 

antioxidant effect of melatonin (MLT) on liver and lung tissues of animals with bile 

duct ligation (BDL)-induced HPS. 

Methods: A model of BDL-induced biliary cirrhosis was used in 24 male 

Wistar rats divided into four groups: control group (CG). control group receiving 

melatonin (CG+MLT), hepatopulmonary syndrome (HPS), and hepatopulmonary 

syndrome with melatonin (HPS+MLT). Animals were treated with MLT or vehicle 

solution administered intraperitoneally from day 15 to day 28 days after BDL. On day 

29, animals were killed by exsanguination and blood, liver, lung, and femur were 

collected for analysis.  

Results: There was a significant increase in liver transaminases in the HPS 

compared with the CG and CG+MLT groups and a decrease in the HPS+MLT group 

compared with the HPS group (p<0.001). Lipoperoxidation (LPO) was increased in 

the HPS group compared with the CG and CG+MLT groups but was reduced in the 

HPS+MLT group compared with the HPS group (p<0.05). The activity of the 

antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase (SOD), and glutathione 

peroxidase was reduced in the HPS group compared with the CG and CG+MLT 

groups and increased in the HPS+MLT group compared with the HPS group 

(p<0.05). Glutathione-S-transferase activity was increased in the HPS group 

compared with the CG and CG+MLT groups, and was decreased in the HPS+MLT 

group compared with the HPS group. The nitrite/nitrate ratio increased in the HPS 

group and decreased in the HPS+MEL group (p<0.05). SOD expression was 

decreased decreased in the HPS group compared with the CG and CG+MLT groups 

and increased in the HPS+MLT group compared with the HPS group (p<0.05). The 

same was observed 

p65 subunit of nuclear factor kappa B in the HPS group, with decrease in the 

HPS+MLT group (p<0.05). Histological analysis of the lung tissue revealed normal 

lung parenchyma in the CG and CG+MLT groups and increased diameter of 

pulmonary vessels, and inflammatory infiltrate in the HPS group, which was not 
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observed in the HPS+MLT group. Blood gas analysis showed hypoxemia in the HPS 

group, with the HPS+MLT exhibiting better results. There was also an increase in 

damage and frequency damage in the HPS group compared with the control groups, 

whereas there was a decrease in the HPS+MLT group compared with the HPS group 

(p<0.05). 

Conclusions: Results suggest that MLT has an antioxidant effect on liver and 

lung tissues in animals with BDL-induced HPS. 

Keywords: Hepatopulmonary Syndrome; Blood Gas Analysis; Melatonin. 

Experimental Model 
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INTRODUCTION 

Hepatopulmonary syndrome (HPS) is characterized by a combination of liver 

disease, gas exchange abnormalities, and pulmonary vascular dilation [1]. 

Intrapulmonary vascular dilation causes arteriovenous pulmonary changes leading to 

reduced arterial oxygenation [2]. Experimental models of secondary biliary cirrhosis 

induced by prolonged bile duct obstruction showed that this condition leads to acute 

inflammatory reactions and subsequently to systemic changes [3]. 

HPS interferes with the physiological functioning of hepatic and pulmonary 

systems and thus contributes to the worsening of patient’s clinical status.  This 

finding has already been reported by Oded et al (2016), who investigated the clinical 

status of patients with cystic fibrosis and portal hypertension [4]. 

Studies using experimental models of bile duct ligation (BDL) found that 

pulmonary vascular dilatation that characterizes HPS may result from autophagy 

promoted by pulmonary tissue cells responsible for accelerating the formation and 

proliferation of pulmonary macrovascular endothelial cells. This mechanism aims to 

remove organelles that were damaged in the pathophysiological process caused by 

liver disease [5,6].  

Oxidative stress has a key role in the progression and maintenance of several 

diseases, meaning that the administration of antioxidants may contribute to reduce 

hepatic and pulmonary changes. This was observed in experimental studies using a 

BDL model of HPS and antioxidant therapy [7,8]. Although melatonin (MLT) is usually 

associated with control and treatment of circadian rhythm changes, in recent years it 

has been much investigated for its antioxidant capacity in several tissues [9].  

Liver tissue changes resulting from BDL-induced cirrhosis and the effect of 

melatonin were analyzed in the study by Colares et al (2016), which observed 

improvements in parenchymal structure and in liver function after the use of 

melatonin [10]. The effect of antioxidants such as quercetin and S-nitroso-N-

acetylcysteine (SNAC) on HPS has been studied elsewhere [11,12,13], but the effect 

of melatonin on lung tissue has not been described in the literature yet. 

In a review by Tan et al (2009), MEL was found to be more efficient in 

reducing oxidative/nitrosative stress compared with other antioxidants like vitamins C 

and E [9].  In cells, MLT is for gene regulation of genes and nuclear factors 

contributing to the formation and regulation of antioxidant enzymes [14]. It also 

contributes to the clinical treatment of several diseases [15], however, the results and 
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mechanisms of this treatment are still controversial in the literature, depending on the 

tissue being evaluated. Thus, the action of MLT on liver and lung diseases such as 

HPS, especially its antioxidant effect, requires further study. 

The aim of this study was to evaluate the antioxidant effect of MLT on liver and 

lung tissues in animals with BDL-induced HPS. 

 

MATERIAL AND METHODS 

An experimental study was conducted with 24 male Wistar rats with a mean 

weight of 250 g and from the Animal Experimentation Unit at Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre. They were maintained on a 12:12 h light/dark cycle, at a temperature of 

22+2ºC, at a relative air humidity between 40-60%, and were given water and 

standard rat feed ad libitum. 

A model of secondary biliary cirrhosis was used according to that established 

by Kountouras [16], based on bile duct ligation (BDL). The sample was divided into 

four groups of six animals each. Group 1: Control group (CG) - a simulation of BDL 

was performed and vehicle solution – sodium chloride (NaCl 0.9%) – was 

administered intraperitoneally (i.p.). Group 2: Control group + melatonin (CG+MLT) - 

a simulation of BDL was performed and MLT was administered i.p. (20 mg/kg of body 

weight). Group 3: Hepatopulmonary syndrome (HPS) was performed and vehicle 

solution – sodium chloride (NaCl 0.9%) was administered i.p. Group 4: 

Hepatopulmonary syndrome + melatonin (HPS+MLT) – BDL was performed and MLT 

was administered i.p. (20 mg/kg of body weight). 

After fourteen (14) days of BDL the animals received the vehicle or MLT 

according to the group and after fourteen (14) days of treatment were anesthetized to 

collection of blood and lung, liver, and femur tissues, totaling twenty-eight (28) days 

of experiment. Blood samples collected by retro-orbital venous plexus puncture were 

used to assess liver function by measuring the levels of the following enzymes: 

aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and alkaline 

phosphatase (AP). Analyses were performed using an automated enzymatic method 

(Siemens Advia 1800 Chemistry System). AST and ALT levels were determined by 

the Kinetic UV test, and AP levels were determined by a colorimetric kinetic enzyme 

assay. 
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 The vehicle solution or MLT started to be administered 14 days after the 

surgical procedure, with MLT (SIGMA® Chemical Co St Louis, Mo) being 

administered i.p. (20 mg/kg) at a volume proportion of 0.6 mL daily for 14 days.  

 After being collected, tissues were weighed and placed in a 9 mL 

phosphate buffer per gram of tissue, then homogenized with Ultra-Turrax (IKA-

WERK) for 2 minutes at a temperature of 0-2 ºC, and finally homogenized and 

centrifuged in a refrigerated centrifuge (SORVALL RC-5B Refrigerated Superseed 

Centrifuge) for 10 minutes at 4,000 revolutions per minute (rpm) [17].  

 Lipoperoxidation (LPO) was measured through the quantitative 

thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) method, in which the colored 

product obtained was collected and read in a spectrophotometer (CARY 3E – UV – 

Visible Spectrophotometer Varian) at 535 nm. TBARS levels were expressed in 

nmol/mg of protein [18]. 

 Catalase (CAT) enzyme activity was determined using the method 

proposed by Boveris and Chance [19], and  superoxide dismutase (SOD) activity was 

determined using an assay based on the ability of SOD to inhibit the formation of 

adrenochrome, a product resulting from the oxidation of adrenaline [20].  

 Glutathione peroxidase (GPx) is an enzyme that catalyzes the reaction 

of hydroperoxide with reduced glutathione (GSH), yielding oxidized GSH (GSSG) 

and the product of hydroperoxide reduction. Its activity may be determined by 

measuring the consumption of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

(NADPH) when reducing GSSG to GSH [21].  

 The glutathione S-transferase (GST) activity assay is based on an 

enzyme reaction which at 30 °C catalyzes the formation of 1 μmol DNP-SG using a 

GSH concentration of 1 mmol/L and chloro dinitrobenzene (CDNB). The enzyme 

activity was measured spectrophotometrically at 340 nm and expressed as 

μmol/min/mg protein [22]. 

Nitric oxide production was indirectly measured with a quantitative Griess 

colorimetric assay, which is based on enzymatic reduction of nitrates (NO3) to nitrites 

(NO2) in the presence of nitrate reductase and NADPH, with subsequent colorimetric 

determination of NO2 by the Griess reagent (a mixture of sulphanilamide and 

naphthylethylenediamine specific for NO2). Because excess NADPH inhibits the 

Griess reaction, it is necessary to oxidize all NADPH that was not used in the 

reduction of NO3. This was achieved by adding nitrate reductase. The reading was 
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performed in a microplate reader at 540 nm and results were expressed in mmol of 

NO2/NO3 [23]. 

Cytokine levels were determined with the enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) method (Read-SET-Go, eBioscience, San Diego, USA). Interleukin-1β 

(IL-1β) was expressed in pg/mL, as described previously [24]. 

SOD, inducible nitric oxide synthase (iNOS), and activation of nuclear factor 

kappa B (NF-kB) were assessed using Western blot analysis, as described by 

Laemmli et al [25] and Towbin et al [26]. Nuclear extracts were prepared from lung 

homogenates and the supernatant was collected and stored at -80°C. Lysate 

proteins were fractioned by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) 

membranes. The membranes were then blocked with 5% nonfat dry milk in Tris-

buffered saline containing 0.05% Tween 20 (TTBS) for 1 h at room temperature and 

probed overnight at 4 ºC with anti-NF-kB/p65 (SC8008/65kDa) antibodies (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) at 1:200-1,000 dilution with TTBS in 5% 

nonfat dry milk and with anti-β-actin (A5060/42kDa) antibodies (Sigma Aldrich, St 

Louis, MO, USA) at 1:2,000 dilution with TTBS in 5% nonfat dry milk. After washing 

with TTBS, the membranes were incubated for 1 h at room temperature with anti-

IgG-horseradish peroxidase (HRP) antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA) at 1:4,000 dilution.  

 Proteins were detected using an enhanced chemiluminescence (ECL) 

commercial kit (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK), membranes were 

exposed for 2 min, bands were quantified by densitometry using the Scion Image 

4.02 for Windows (Scion Corporation, Frederick, USA), and results were expressed 

in arbitrary units (a.u.).  

Hematoxylin and eosin (HE) and picrosirius red staining were used for 

histological examination of the lung.  The diameter of blood vessels and the degree 

of fibrosis in lung tissues were assessed.  

  Samples for arterial blood gas analysis were collected from 

abdominal aorta to evaluate the following variables: potential of hydrogen (pH), 

partial pressure of carbon dioxide (PCO2), partial pressure of oxygen (PaO2), 

carbonic acid (HCO3), and oxygen saturation (SpO2). Gas analysis was performed 

by iontophoresis using an ABL 700 analyzer (Radiometer, Copenhagen).  
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 All animals were killed by exsanguination under deep anesthesia and 

then lung tissue was taken for analysis.  

   The comet assay was used to analyze the index and 

frequency of DNA damage as described by Speit and Hartmann [27], including 

changes suggested by Picada et al [28].  Damage index (DI) may range from 0 

(completely undamaged, 100 cells x 0) to 400 (maximum damage), and the damage 

frequency (%) was calculated based on the number of cells with tail versus those 

with no tails [28]. 

 Repeated-measures one-way analysis of variance (ANOVA) was used 

for intergroup comparison. Differences were assessed by the Student–Newman–

Keuls procedure and data were analyzed using the Statistical Package for the Social 

Sciences (SPPS) version 17.0 or higher. The level of significance was set at p<0.05. 

 

 

RESULTS 

Table 1 shows the results for hepatic enzymes (transaminase activity), lung 

tissue LPO, and activity of antioxidant enzymes and reveals the effects of MLT on the 

treated groups.  

Figure 1 presents the results for NO2/NO3 ratio in lung tissue. The NO2/NO3 

ratio and interleukin-1  levels were significantly increased in the HPS group 

compared with the CG and CG+MLT groups (p<0.05) but decreased in the 

HPS+MLT group compared with the HPS group (p<0.05). 

The HPS group also showed a decrease in SOD and an increase in iNOS and 

p65 compared with the CG and CG+MLT groups (p<0.05), whereas the HPS+MLT 

group exhibited an increase in SOD and a decrease in iNOS and p65 compared with 

the HPS group (p<0.05) (Figure 2). 

Figure 3 shows that the diameter of pulmonary vessels was significantly 

increased in the HPS group compared with the CG and CG+MLT groups but 

significantly decreased in the HPS+MLT group compared with the HPS group 

(p<0.05). 

Histological analysis of lung tissue (Figure 4A) revealed preserved lung 

parenchyma with ventilated alveoli and alveolar septa. The HPS group exhibited 

tissue disorganization associated with increased vascular diameter and inflammatory 

infiltrate in lung parenchyma. Conversely, the HPS+MLT group showed tissue 

* * 
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restructuring, similar to that of the CG and CG+MLT groups, but also presented with 

inflammatory infiltrates. Figure 4B shows a photomicrograph of lung tissue sections 

evidencing increased pulmonary fibrosis in the HPS group compared with the CG 

and CG+MLT groups.  This change was attenuated by treatment with MEL, since 

there was a decrease in pulmonary fibrosis in the HPS+MLT group compared with 

the HPS group.  

Arterial blood gas analysis (Table 2) revealed a significant decrease in pH 

(p<0.05) and an increase in PCO2 (p<0.001) in the HPS group compared with the CG 

and CG+MLT groups, as well as a decrease in  PO2 and SpO2 in the HPS group 

compared with the CG (p<0.01) and the CG+MLT groups (p<0.05). All these 

variables were improved in the HPS+MLT group (p<0.05) compared with the HPS 

group.  

Table 3 shows that damage index and frequency as determined by the comet 

assay were significantly increased in the HPS group compared with the CG and 

CG+MLT groups (p<0.05) and significantly decreased in the HPS+MLT group 

compared with the HPS group (p<0.05).  

 

DISCUSSION 

 

 This study was able to demonstrate the antioxidant and anti-

inflammatory effect of MLT on liver and lung tissues, and our experimental model 

found a decrease in the index and frequency of DNA damage and reduced 

histological damage in lung parenchyma. 

Using the same experimental model to assessed pulmonary alterations 

caused by BDL, Tieppo et al [29] found an increase in AST, ALT and AP activity and 

changes in lung parenchyma. These results were similar to those obtained in the 

present study, which found changes in hepatic enzymes and lung tissue, with 

improvements after treatment with MLT.  

A study by Colares et al [10], using the same experimental model as ours 

showed that hepatic alterations observed in animals with HPS improved after 

treatment with MLT, but lung tissue was not assessed.  

In chronic diseases affecting different organs such as liver, lung, and nervous 

system, it is possible to observe an increase in the amount of collagen and proteins 

in tissues composing these organs [30]. Oxidative stress as assessed by LPO 

* 
* * 

* 
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promotes disorganization in cell membranes, with increased permeability and 

leakage of enzymes between intra- and extracellular media, leading to cell death 

[31]. In the present study, there was an increase in lung tissue LPO in the HPS 

group, but these levels were reduced in the HPS+MLT group.  

The activity of the antioxidant enzymes CAT, SOD, and GPx had a significant 

decrease in the HPS group compared with the CG and CG+MLT groups, and an 

increase in the HPS+MLT group compared with the HPS group. However, 

glutathione-S-transferase (GST) showed an opposite behavior, with a significant 

increase in the HPS group and a decrease in the HPS+MLT group.  

The antioxidant defense system, composed mainly of SOD, CAT and GPx, 

may be the responsible for this tissue response because this system neutralizes 

reactive oxygen species (ROS) due to its capacity of donating electrons [32].  

Bona et al [33] showed the antifibrinogenic effect of MLT in the liver tissue, 

with improved oxidative stress, and inflammatory and angiogenic processes caused 

by liver cirrhosis experimentally induced by CCl4 in rats. 

MLT is an indoleamine that has a potent antioxidant effect due to its chemical 

structure consisting of a double bond at carbons 2 and 3, thus protecting different 

tissues against the action of free radicals [34] and having an anti-inflammatory and 

immunomodulatory action [35]. 

We believe that, in our study, MLT was responsible for removing the reactive 

oxygen species (ROS) in lung tissue and for regulating antioxidant enzyme activity, 

exhibiting a similar effect to that observed in the liver tissue by Schemitt et al [36]. 

There was also an indirect increase in nitric oxide metabolism assessed by the 

ratio between nitrites and nitrates in the HPS group compared with the CG and 

CG+MLT groups and a decrease in the HPS+MLT group compared with the HPS 

group. A similar result was reported by Feng & Hong [37], who evaluated vasoactive 

substances and hemodynamic anomalies in patients with HPS caused by chronic 

liver disease, with increased concentrions in the ratio between nitrites and nitrates 

and a negative correlation with vascular resistance in the pulmonary artery. 

 Arginine metabolism mediated by nitric oxide synthases, especially by 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS), has an important participation in the 

production of endogenous nitric oxide (NO) and in circulating nitrate levels in the 

organism [38]. iNOS and eNOS contribute to the development of HPS through 



105 
 

 

pulmonary vasodilation, and exhaled nitric oxide levels were also increased in 

patients with HPS [39].  

Using an experimental model of carbon tetrachloride (CCl4), Bona et al [33] 

reported increased NF-kB and iNOS and increased nuclear expression of the p65 

subunit. These findings were consistent with those of the present study, which 

demonstrated an increased iNOS in the HPS group and reduced iNOS in the 

HPS+MLT group. In agreement with the studies by Bona et al [33] and Mauriz et al 

[40], MLT promoted the modulation of NF-kB, thus enabling the control of the 

inflammatory process, as shown by the reduction in iNOS in the HPS+MEL group. 

The same occurred with interleukin 1- , which exhibited increased levels in the 

HPS group and reduced levels in the HPS+MLT group, corroborating findings by 

Kunak et al [41], although these authors evaluated the kidney tissue.  

This mechanism may be explained by the action of phagocytic cells that act in 

the process of bacterial translocation occurring in the HPS, in which the migration of 

macrophages to the lung tissue leads to production of superoxide radical anion (O2.-) 

that binds to the nitric oxide produced by the iNOS. Increased enzyme antioxidant 

activity as observed by the significant increase in SOD expression in lung tissue 

homogenates in the HPS group may be a response to protect the tissue against 

aggression caused by increased ROS. 

The histological analysis of the lung tissue performed in the present study 

revealed tissue disorganization in the HPS group, with increased vascular diameter 

and infiltrate area in lung parenchyma, with tissue restructuring and reduced vascular 

diameter in the HPS+MLT group. Vascular disorganization with arteriovenous shunt 

and pulmonary vasodilatation compromise the maintenance of adequate levels of 

arterial oxygen. In the HPS group, limited oxygen diffusion to capillary result from the 

presence of vascular bed dilation associated with increased cardiac output 

characteristic of hyperdynamic circulation in cirrhosis rather than from thickening of 

alveolar-capillary membrane [42].  

Tieppo et al [7] found a decrease in PaO2 and SatO2/Hb and a significant 

increase in PaCO2 in cirrhotic animals compared with the CG. These findings 

corroborate those of the present study, arterial blood gas parameters pH, PaO2, 

PaCO2, SpO2 were reestablished after treatment with MLT. 

DNA changes may be assessed by micronucleus and comet assays, and this 

study found a significant increase in damage index and frequency in the HPS group 
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and a reduction in animals treated with melatonin. In the study by Vercelino et al [43], 

there was an increase in the frequency of micronuclei in bone marrow and increased 

DNA damage in lung and liver tissues in animals from the HPS group, although 

damage could not be reversed at a dose of 10 mg/kg using treatment with S-NAC 

antioxidant, a fact that occurred in our study after the administration of melatonin. 

The results of the present study indicate that MLT has the capacity of 

improving oxidative stress, activity of the antioxidant enzymes CAT, SOD, GPx, and 

GST, SOD expression, inflammatory process, gas exchanges, vasodilation, DNA 

damage index and frequency, suggesting its use in clinical trials in patients with 

chronic liver disease diagnosed with HPS. 
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APPENDICES: 

 

Table 1: Activity of hepatic enzymes, lipid peroxidation, and antioxidant activity in lung 

tissue. 

Groups CG CG+MLT HPS HPS+MLT 

AST (U/L) 82.25±9.31 94.75±7.95 444.50±48.12* 106.33±18.48# 

ALT (U/L) 38.25±1.44 36.75±2.53 113.25±12.19* 38.67±0.76# 

AP (U/L) 110.75±4.01 106±5.94 395.75±36.42* 97.67±10.80# 

TBARS  0.38±0.05 0.37±0.07 0.83±0.07* 0.50±0.04# 

CAT  8.32±0.45 9.09±0.36 5.17±0.25* 8.52±0.40# 

GST  2.54±0.37 2.08±0.39 7.78±0.43* 3.95±0.70# 

SOD  4.37±0.38 4.79±0.29 1.99±0.19* 4.24±0.61# 

GPx  6.68±0.23 5.96±0.22 3.21±0.12* 6.88±0.47# 

Data expressed as mean+standard error. Experimental groups: Control group (CG), Control+melatonin group 

(CG+MLT), hepatopulmonary syndrome group (HPS), and hepatopulmonary syndrome+melatonin group 

(HPS+MLT). 

AST- aspartate aminotransferase, ALT- alanine aminotransferase, AP- alkaline phosphatase 

* Significant increase in the HPS group compared with the CG and CG+MEL groups (p<0.001).  

# Significant decrease in the HPS+MLT group compared with the HPS group (p<0,001). 

TBARS- thiobarbituric acid-reactive substances, CAT- catalase, GST- glutathione-S-transferase, SOD- 

superoxide dismutase, and GPx- glutathione peroxidase.  

* Difference in the HPS group compared with the CG and CG+MLT group; p<0.01. 

# Difference in the HPS+MLT group compared with the HPS group; p<0.001. 
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Figure 1: Nitrite/nitrate (NO2/NO3) ratio and interleukin 1-. Experimental groups: Control 

group (CG), Control group+Melatonin (CG+MLT), Hepatopulmonary syndrome group 

(HPS), and Hepatopulmonary syndrome+Melatonin group (HPS+MLT).  

* Significant increase in the HPS group compared with the CG and CG+MLT groups 

(p<0.05).  

# Significant decrease in the HPS+MLT compared with the HPS group (p<0.05). 

 

 

 
Figure 2: Western blot of superoxide dismutase (SOD), inducible nitric oxide synthase 

(iNOS), and p65. There was a significant decrease in SOD and increase in iNOS and p65 in 

the HPS group compared with the CG and the CG+MLT groups, with an increase in SOD and 

decrease in iNOS and p65 in the HPS+MLT compared with the HPS group.* Significant 

increase compared with the CG and CG+MLT groups and significant decrease in the HPS 

group; p<0.05. 
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Figure 3: Photomicrograph of lung vascular diameter (mm). Data expressed as mean+standard 

error. Experimental groups: Control group (CG), Control+Melatonin group (CG+MLT), 

Hepatopulmonary syndrome (HPS) and Hepatopulmonary syndrome+Melatonin 

(HPS+MLT). 

*Significant increase in the HPS group compared with the CG and CG+MLT groups 

(p<0.05).  

# Significant decrease in the HPS+MLT group compared with the HPS group (p<0.05). 
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Figure 4:  

(A) Photomicrograph of lung parenchyma by HE, magnification of 400X.  

CG and CG+MLT: normal lung parenchyma.  

HPS group: presence of infiltrates in lung tissue. 

HPS+MLT group: lung tissue reestructurating with maintenance of lung infiltrates.  

 

(B) Photomicrograph of lung tissue samples stained with picrosirius (magnification of 400X).  

Increased pulmonary fibrosis in the HPS group compared with the CG and CG+MLT groups, 

and reduced pulmonary fibrosis in the HPS+MLT group compared with the HPS group.  
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Table 2: Arterial blood gas 

Groups CG CG+MLT HPS HPS+MLT 

pH 7.37+0.04 7.35+0 7,24+0* 7.36±0.01# 

PCO2 45±1.41 45+1.41 56.66+1.51** 46.33+3.05## 

PO2 77+2.82 73.50+0.7 57.20±6.22# 73+4.58## 

HCO3 25.95+0.91 25.77+1.19 26.48+0.96 25.03+1.2 

SpO2 92+3.43 92+1.41 81.33±5.77# 92.50+2.64## 

Data expressed as mean+standard error.  

Experimental groups: control group (CG), control group+melatonin (CG+MLT), 

hepatopulmonary syndrome (HPS) and hepatopulmonary syndrome+melatonin (HPS+MLT). 

pH- potential of hydrogen, PCO2- partial pressure of carbon dioxide, PO2- partial pressure of 

oxygen, HCO3- ion bicarbonate, SpO2- oxygen periferic saturation. 

* Difference in pH between the HPS group compared with the CG and CG+MLT, p<0.05. 

** Difference in PCO2 between the HPS group compared with the CG and CG+MLT groups, 

p<0.001. 

# Difference in PO2 (p<0.01) and SpO2 (p<0.05) between the HPS group compared with the 

CG and CG+MLT groups. 

## Difference between HPS+MLT and HPS groups, p<0.05. 

 

 

 

 

Table 3: Comet assay in the different groups. 

Group Damage index Damage frequency 

CG 68.6±26.3 59.2±20.2 

CG+MLT 72.9±16.8 67.6±12.9 

HPS 233.2±43.4* 96.8+4.6 * 

HPS+MLT 117.7±20.3# 73.9±12.6# 

Data expressed as mean+standard error.  

Experimental groups: Control group (CG), Control group+melatonin (CG+MLT), 

hepatopulmonary syndrome group (HPS), and hepatopulmonary syndrome+melatonin 

(HPS+MLT)  

* Significant increase in the HPS group compared with the CG and CG+MLT groups 

(p<0.05).  

# Decrease in the HPS+MLT group compared with the HPS group (P<0.05). 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Devido às complicações decorrentes que podem lesar diferentes órgãos como 

o pulmão, a SHP está associada à elevada taxa de mortalidade. Alguns fatores 

podem estar associados a essas lesões como a geração de espécies reativas de 

oxigênio, óxido nítrico, resposta inflamatória no tecido pumonar, vasodilatação, fator 

de transcrição nuclear kappa B e dano ao DNA. Os estudos que estão sendo 

desenvolvidos nessa área demonstram que o uso de antioxidantes pode reduzir as 

lesões no fígado e no pulmão. Evidências indicam que a MLT desempenha um papel 

benéfíco na restauração de tecidos, reduzindo dessa forma as lesões hepática e 

pulmonar na SHP, indicando que a MLT pode ser uma alternativa terapêutica na 

manutenção e recuperação de pacientes, podendo reduzir a mortalidade e melhorar 

a qualidade de vida deles. 

 

Neste estudo, demonstramos que a MLT foi capaz de proteger o fígado e o 

pulmão dos animais com SHP. 

 

8.1 Conclusões Artigo I  

 

“Hepatopulmonary Syndrome: Oxidative Stress and Physical Exercise”. 

- Na revisão da literatura foi possível observar que as alterações presentes 

em pacientes com SHP são muito semelhantes às encontradas no modelo 

experimental de LDB. As características clínicas, como vasodilatações pulmonares e 

alterações gasométricas são mais facilmente entendidas quando investigados o 

comportamento do sistema antioxidante, os processos inflamatórios associados à 

translocação bacteriana, bem como a existência de shunts portossistêmicos e 

intrapulmonares. A SHP, bem como as doenças que afetam o sistema hepático, 

podem contribuir com o desenvolvimento da sarcopenia e da caquexia, em 

decorrência da hiperamonemia, da desnutrição, do hipermetabolismo e da proteólise 

tecidual. O exercício físico surge como potencial intervenção terapêutica para 

reverter as alterações existentes nos sistemas musculoesquelético e pulmonar, e 

pode ser utilizado por pacientes que apresentem a SHP ou qualquer alteração no 

sistema hepático. 
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8.2 Conclusões Artigo II  

 

“Efeitos da melatonina sobre o tecido pulmonar no modelo experimental de 

síndrome hepatopulmonar”. 

 

- Redução na vasodilatação e a fibrose do tecido pulmonar, melhorando 

alterações estruturais ocasionadas pela SHP; 

-  Redução do estresse oxidativo no tecido pulmonar; 

-  Melhora na gasometria e nas trocas gasosas; 

- Melhoras na relação peso pulmonar/ peso corporal (%) e gradiente alvéolo-

arterial de oxigênio. 

 

8.3 Conclusões Artigo III 

 

“Efeitos da melatonina sobre o tecido hepático e pulmonar em animais com 

síndrome hepatopulmonar por ligadura do ducto biliar” 

- Restauração da integridade hepática com melhora nos níveis das enzimas 

séricas Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT) e 

Fosfatase Alcalina (FA);  

-  Melhora nas trocas gasosas avaliadas pela gasometria arterial; 

- Redução na lipoperoxidação do tecido pulmonar;  

- Melhora na atividade enzimática antioxidante da SOD, CAT, GPx e GST; 

- Redução do diâmetro dos capilares pulmonares nos animais com SHP; 

- Redução do processo inflamatório avaliado pela expressão da iNOS e p65 

do NF-kB; 

- Melhora no índice e na frequência de dano ao DNA. 
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Como perspectivas futuras, percebemos a necessidade de avaliação dos 

efeitos da ação da melatonina na SHP, associada a um programa de atividade física 

com o objetivo de verificar os benefícios do exercício no controle do estresse 

oxidativo, função pulmonar, processo inflamatório e integridade/recuperação do 

tecido muscular periférico. 

 

A partir de novos estudos que indiquem a possibilidade da intervenção com o 

exercício associado aos benefícios do uso da melatonina em diversos tecidos, 

poderemos aproximar a pesquisa experimental à realidade clínica, com a 

expectativa de promover a medicina translacional (figura 14)                                                                                                                                                                                                            

              

 

 

 

 

Figura 14: Medicina translacional – da bancada à clínica. 
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10. ANEXOS 

 

10.1 Artigos publicados durante a vigência do 
doutorado
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10.2 Certificados de Resumos enviados para eventos 
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