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RESUMO

A cirrose apresenta prevaléncia crescente e alta mortalidade em nosso meio e
representa a fase final comum das lesdes hepaticas cronicas. Essa doenca €
caracterizada pela presenca de fibrose e formacéao nodular difusa com perda da
arquitetura hepética e grave alteracdo funcional sistémica. A dietilnitrosamina
(DEN) é um agente hepatotoxico capaz de produzir cirrose com padréo
histoldgico similar ao da cirrose em humanos por meio da producéo de espécies
reativas de oxigénio. Existem evidéncias crescentes, na literatura, que
consolidam a melatonina (MLT) como um potente antioxidante. Esse hormonio
€ capaz de interagir com o complexo transportador de elétrons na cadeia
respiratoria, aceitando ou doando elétrons e inibindo a lipoperoxidacdo (LPO).
Este estudo teve como objetivo investigar a acdo da MLT sobre o estresse
oxidativo (EO), o processo inflamatério e fibrogénico e o dano ao DNA no modelo
experimental de cirrose induzido por DEN. Foram utilizados 32 ratos machos
Wistar com peso aproximado de 180g, os quais foram submetidos ao modelo
experimental de cirrose hepéatica induzida por DEN e divididos em quatro grupos:
1) Controle (CO); 2) Controle+Melatonina (CO+MLT); 3) Dietilnitrosamina (DEN);
4) Dietilnitrosamina+Melatonina (DEN+MLT). Foi administrada DEN 50 mg/kg de
peso do animal por via i.p. (intraperitoneal), duas vezes por semana, durante
sete semanas, nos grupos DEN e DEN+MLT. A MLT foi administrada por via i.p.
na dose de 20 mg/Kg diariamente a partir da quinta semana de experimento até
a sétima semana nos grupos CO+MLT e DEN+MLT sempre as 19 horas, ao
abrigo da luz. Foi monitorado o ganho de peso durante o experimento. Ao
término da sétima semana, ap6s um jejum de 12h, os animais foram
anestesiados. A seguir, foi realizada a remocédo do figado, o qual foi pesado e
avaliado em seus aspectos anatdomicos. A coleta de sangue em torno de 3 ml foi
feita por meio de puncéo cardiaca, sendo a amostra transferida imediatamente
para um frasco devidamente preparado para analises séricas posteriores. O
tecido hepatico foi dissecado para as analises histologica, bioquimica e
molecular. Por fim, os animais foram eutanasiados por exsanguinagdo. As
andlises histoldgicas foram realizadas por meio da coloragdo hematoxilina e

Eosina (HE) e Picrosirius. O sangue coletado foi utilizado para analise das



enzimas de integridade hepatica: alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA). O homogeneizado de tecido
foi utilizado para analise de EO por meio da técnica de substancias que reagem
ao acido tiobarbitarico (TBARS). As analises moleculares das proteinas a seguir
foram feitas por Western Blot: superoxido dismutase (SOD), alfa actina do
musculo liso (a-SMA), éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e fator de transcricéo
nuclear Kappa B/porcdo 65 (NFkB/p65). Finalmente, os danos ao DNA foram
analisados por meio do ensaio cometa (EC) e do teste de microntcleos (MN). O
modelo de cirrose hepatica induzida por DEN foi eficaz em produzir as lesGes
hepaticas, e a MLT mostrou-se capaz de restaurar as provas de integridade
hepética (ALT, AST e FA) para os niveis semelhantes ao do grupo CO. A MLT
também restaurou o parénquima hepatico diminuindo, a fibrose hepatica e,
consequentemente, os nodulos instalados o que ficou evidenciado pela
diminuicao na expressao de a-SMA. A MLT também diminuiu a LPO e aumentou
a atividade da enzima antioxidante SOD. Observou-se diminuicdo do processo
inflamatorio evidenciada pela queda nos niveis de INOS e NFkB/p65, e
diminuicdo dos danos ao DNA, evidenciada pela técnica de EC. Os resultados
sugerem que a MLT tem uma potente acdo antioxidante e anti-inflamatoria,

podendo ser considerada, no futuro, como uma nova alternativa terapéutica.

Palavras-chave: cirrose, dietilnitrosamina, melatonina, estresse oxidativo,

inflamacé&o, danos ao DNA.



ABSTRACT

Cirrhosis presents increasing prevalence and high mortality in our environment
and represents the common final stage of chronic liver injury. This disease is
characterized by the presence of fibrosis and diffuse nodular formation with loss
of liver architecture and severe systemic functional alteration. Diethylnitrosamine
(DEN) is a hepatotoxic agent capable of producing cirrhosis with a histological
pattern similar to that of cirrhosis in humans through the production of reactive
oxygen species. There is growing evidence in the literature that consolidates
melatonin (MLT) as a potent antioxidant. This hormone is able to Interact with the
electron transporter complex in the respiratory chain, accepting or donating
electrons and inhibiting lipid peroxidation (LPO). This study aimed to investigate
the action of MLT on oxidative stress (OE), inflammatory and fibrogenic process,
and DNA damage in the experimental model of cirrhosis induced by DEN. We
used 32 male Wistar rats weighing approximately 180g which were subjected to
the experimental model of liver cirrhosis induced by DEN and divided into four
groups: 1) Control (CO); 2) Control+Melatonin (CO+MLT); 3) Diethylnitrosamine
(DEN); 4) Diethylnitrosamine+Melatonin (DEN+MLT). DEN was administered 50
mg/kg of animal weight via i.p., twice a week, for seven weeks, in the DEN and
DEN+MLT groups. MLT was administered i.p. at a dose of 20 mg/Kg daily from
the fifth week of the experiment until the seventh week in the CO+MLT and
DEN+MLT groups, always at 7 pm, protected from light. Weight gain was
monitored during the experiment. At the end of the seventh week, after a 12 h
fast, the animals were anesthetized. Then, the liver was removed, weighed, and
its anatomical aspects were evaluated. A blood sample of about 3ml was
collected by cardiac puncture and the sample was immediately transferred into a
flask properly prepared for further serum analysis. The liver tissue was dissected
for histological, biochemical, and molecular analyses. Finally, the animals were
euthanized by exsanguination. Histological analyses were performed by
Hematoxylin and Eosin (HE) and Picrosirius staining. The collected blood was
used for the analysis of liver integrity enzymes: alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), and alkaline phosphatase (AP). The tissue

homogenate was used for oxidative stress (OS) using the thiobarbituric acid-
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reacting substances technique (TBARS). Molecular analyses of the following
proteins were done by western Blot: superoxide dismutase (SOD), smooth
muscle alpha-actin (a-SMA), inducible nitric oxide synthase (iNOS), and nuclear
transcription factor Kappa B/portion 65 (NFB/p65). Finally, DNA damage was
analyzed using the comet assay (CA) and the micronucleus test (MN). The DEN-
induced liver cirrhosis model was effective in producing the liver lesions, and MLT
was shoen to restore the liver integrity tests (ALT, AST, and AP) to levels similar
to that of the CO group. MLT also restored the liver parehchyma by decreasing
liver fibrosis and consequently the nodules installed which was evidenced by the
decrease in a-SMA. MLT also decreased lipoperoxidation and increased the
activity of the antioxidant enzyme SOD. It was observed a decrease in the
inflammatory process, evidenced by a decrease in INOS and NF«kB/p65 levels,
and a decrease in DNA damage, evidenced by the CA technique. The results
suggest that MLT has a potent antioxidant and anti-inflammatory action, and may

be considered a new therapeutic alternative in the future.

Keywords: cirrhosis, diethylnitrosamine, melatonin, oxidative stress,

inflammation, DNA damage.
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INTRODUCAO

O figado € um orgao fundamental na homeostase corporal. Ele
desempenha fungdes imunologicas, regula o metabolismo, gera produtos e
nutrientes utilizados sistemicamente, armazena proteinas, ferro e é responsavel
pela inativacdo de drogas e toxinas. Assim, seu adequado funcionamento é

essencial para a vida (Rosa et al., 2021; Ramachandran et al., 2020).

A cirrose altera a fisiologia hepatica, desencadeando complicagbes
organicas com alta mortalidade. Essa doenga representa a via final de muitas
doencas hepaticas e, infelizmente, apresenta prevaléncia crescente no Brasil e
no mundo. Essa doenca tem caracteristica crénica, com formacdo nodular
fibrética difusa e perda da arquitetura hepatica, provocando grave alteragao
morfofuncional do figado. As doengas hepaticas crbnicas ocorrem com
destruicado progressiva do parénquima hepatico e acumulo da matriz extracelular
(MEC) (Colares et al., 2016).

O EO foi avaliado em diversos modelos experimentais. Ele atua como
determinante na fisiopatologia das doencas hepaticas devido ao acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), oxidacdo de proteinas, lipoperoxidacao
(LPO) e dano ao acido desoxirribonucleico (DNA) (Brasil et al., 2007; Schemitt
et al., 2016; Souza, 2021; Colares et al., 2022). O figado sofre lesao oxidativa
por meio do aumento das ERO, o que leva a um processo inflamatério. O fator
de transcricdo nuclear Kappa B (NFxB), por sua porgao p65 (Proteina Rel A
classe Il familia NFkB), € um importante sinalizador da resposta inflamatéria.
Quando ativado, estimula a expressao de genes de moléculas de adeséao e de
mediadores inflamatoérios (Moreira et al., 2017). O aumento da sintese de éxido
nitrico (NO) pela enzima éxido nitrico sintase (NOS), especialmente a induzivel
(INOS), amplifica o processo inflamatério hepatico. A produgdo excessiva de
iINOS pode levar a uma resposta téxica macica, implicando em uma série de
processos destrutivos teciduais agudos ou cronicos (Schemitt et al., 2019). O
aumento mantido das ERO e da inflamacao provoca fibrogénese excessiva e
incapacidade de promover sua degradagéao, resultando em demasiada fibrose,
que pode evoluir para cirrose hepatica. A a-SMA é um marcador que indica a

ativacao das células estreladas hepaticas (CEHs) promotoras de fibrose. (Bona
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et al.,, 2018). O EO também pode influenciar na ativacdo de CEHs causando
danos ao DNA. O EC é um método que detecta varias formas de danos primarios
ao DNA, como quebras de fita simples e dupla, lesdes alcali-labeis, dano
oxidativo a base do DNA e ligacdes cruzadas. Esse ensaio tem sido amplamente
aplicado como o primeiro parametro para avaliar a genotoxicidade em células
eucarioticas (Bolognesi et al., 2004; Villela et al., 2006). O teste de micronucleo
(MN) esta entre os biomarcadores amplamente estudados para avaliar danos ao
DNA e instabilidade cromossémica em humanos (Fenech et al., 2020; Miguel et
al., 2022).

Neste estudo, utilizamos um modelo experimental de cirrose induzida por
DEN em ratos. A DEN é um agente hepatotdxico que induz a produgédo de ERO,
ocasionando EO, apoptose e necrose com padrao histolégico semelhante ao da
cirrose em humanos. O modelo induz alteragdes celulares em apenas sete
semanas, fato que acrescenta aspectos éticos e econbmicos desejaveis ao
estudo (Bingul et al., 2013, Moreira et al., 2017).

A primeira etapa da bioativagao da DEN ¢é a a-hidroxilagdo mediada pelo
Citocromo P450, produzindo a-hidroxilnitrosamina. A DEN é hidrolisada em
nitrosamina, gerando o radical etila, responsavel por aumento do EO (Verna,
Whysner e Williams, 1996).

O EO desempenha papel central na patogénese e na progressdo de
doencas crdnicas como a cirrose (Fernandes et al., 2016; Marroni et al., 2016).
Quando os radicais livres (RL) e as ERO encontram-se em concentragdes
excessivas, podem causar reagdes de LPO, danos em proteinas e danos ao
DNA. A SOD faz parte do sistema antioxidante enzimatico. Ela desempenha
papel especifico no controle do balango oxidativo e catalisa a dismutagdo do
anion superoéxido (O2~) em peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (O2)
(Moreira et al., 2017). Os antioxidantes (AOX) tém sido usados no tratamento

dos danos hepaticos e sistémicos provocados pela cirrose (Colares et al., 2016).

Em funcgéo do que foi explanado até aqui, fica evidente a importancia da
pesquisa de novos tratamentos que impegam a progressao da cirrose e
proporcionem maior qualidade e expectativa de vida aos pacientes
(Ramachandran et al., 2020).
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A MLT é uma molécula sintetizada a partir da serotonina, derivada do
aminoacido triptofano e amplamente produzida e distribuida no organismo. Ela
apresenta multiplas fungdes, atuando, virtualmente, em todos os 6rgdos e
sistemas. Atualmente, é considerada um potente AOX, modulando os
parédmetros de EO, angiogénese, fibrose e inflamag&o no figado (Bona et al.,
2018).

Tendo em vista inumeros trabalhos experimentais realizados pelo grupo
pretendemos com esse estudo investigar a acado da MLT na modulagdo da
homeostase redox celular e os processos inflamatérios, fibrogénico e de dano

ao DNA, utilizando o modelo experimental de cirrose hepatica induzida por DEN.



1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 FIGADO

O figado é o maior 6rgdo interno, pesando em torno de 1,5 kg no adulto.
Situa-se logo abaixo do diafragma, no quadrante superior direito da cavidade
abdominal. Esta envolvido por uma capsula de tecido conjuntivo, mais espessa
na regido do hilo, por onde entra a artéria hepatica e a veia porta e por onde
saem o0s vasos linfaticos e os ductos biliares (Guyton e Hall, 2016, p. 2550).
Morfologicamente, o figado € formado por quatro lobos, sendo o lobo o direito e
o lobo esquerdo os dois grandes lobos principais (Figura 1). Os lobos hepaticos
se dividem em estruturas ainda menores chamadas de I6bulos hepéticos (Figura
2), que apresentam uma estrutura hexagonal com alguns milimetros de
comprimento e 0,8 a 2 milimetros de diametro e que sédo as unidades funcionais
basicas do figado (Coelho, 2012; Guyton e Hall, 2016, p. 2551 e 2552).

Lobo V. hepatica
esquerda Veia cava inferior

caudado

Ligamento
coronario

Lobo
esquerdo

Lobo
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5 &
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Ligamento V. porta hepatica
falciforme

Ligamento Artéria hepatica
redondo

Vesicula Biliar Ducto biliar

comum

Lobo quadrado
Vesicula Biliar  Hilo

Face anterior diafragmatica Face posterior ou visceral

Figura 1 - Anatomia do figado normal.
Fonte: Adaptada de Badiani, 2016.

O I6ébulo hepatico é constituido por células epiteliais, ou hepatécitos, que
compreendem 60% do tecido hepatico e que se dispdem enfileiradas em placas
orientadas radialmente e arranjadas na forma hexagonal em torno de uma veia
central que drena para as veias hepéaticas e, em seguida, para a veia cava. Em

geral, cada placa hepética, tem a espessura de duas células e, entre as células
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adjacentes, situam-se os canaliculos biliares, pelos quais a bile é secretada pelo
figado. Na periferia do I6bulo encontramos o trato portal (espaco porta) contendo
o ducto biliar e ramos da veia porta e da artéria hepética (Guyton & Hall, 2016,
p. 2551). Os hepatdcitos duram cerca de 150 dias e tém grande capacidade de

regeneracao (Gardner, 1988).

O figado esta estrategicamente localizado, recebendo suprimento
sanguineo duplo: arterial, da artéria hepatica, que representa 20% da sua
perfusdo; e sangue venoso, da veia porta, que representa 80% da perfusdo
hepatica. Esse sangue venoso € proveniente do trato digestivo e é rico em
nutrientes, horménios pancreaticos e produtos da degradacdo da hemoglobina.
(Coelho, 2012; Silverthorn, 2017).

A confluéncia das veias esplénica e mesentérica superior forma a veia
porta, que entra no hilo hepético e se divide em ramos direito e esquerdo no
interior do figado. Esse leito vascular venoso se dicotomiza em vasos menores,
capilares, onde o sangue arterial se mistura ao venoso e desemboca no leito
sinusoidal, estrutura formada pela justaposicdo de células endoteliais,
fenestradas, por onde flui o sangue. Os sinusoides situam-se paralelamente aos
corddes de hepatécitos, separados pelo espaco de Disse. Os sinusoides sao
fundamentais, pois pelas suas fenestracdes ocorrem as trocas metabdlicas entre
0 sangue e o hepatdcito, com a transferéncia de nutrientes, oxigénio, horménios,
substéancias proteicas, farmacos e xenobiéticos (Coelho, 2012; (Hernandez-Gea
e Friedman, 2011).
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Figura 2 - Lobulo hepético.
Fonte: Adaptada de Silverthorn, 2017.

Os sinusoides sao formados por células endoteliais tipicas que revestem
suas paredes pelas células de Kupffer que ocupam o limen sinusoidal. As
células de Kupffer sdo macrofagos residentes que tém respostas rapidas a leséo
hepéatica e que contém grande quantidade de lisossomos com enzimas
necessarias para realizar a digestéo intracelular das substancias fagocitadas e
a remocao, por endocitose, de bactérias e virus, parasitas e células tumorais e
outras particulas estranhas no sangue dos sinusoides hepaticos. O espaco de
Disse, que separa 0s hepatdcitos dos sinusoides, abriga as CEHs (Guyton e Hall,
2016, p. 2551; Parola e Pinzani, 2019).

As CEHs, no figado normal, residem no espaco de Disse e estabelecem
contatos intimos com hepatdcitos circundantes, células endoteliais sinusoidais,
outras células CEHs e terminacBes nervosas através de seus processos
citoplasmaticos. As CEHs séo fisiologicamente responsaveis pela sintese e
remodelacdo da MEC no espaco de Disse, pelo armazenamento e metabolismo
da vitamina A e dos retindides e pela regulacéo do fluxo sanguineo (Parola e
Pinzani, 2019).
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Figura 3 - Arquitetura sinusoidal e células que compdem o figado normal. A: O sinusoide
hepatico e a presenca de corddes de hepatocitos cercados por endotélio fenestrado. Disposicao
das células estreladas no espaco de Disse (setas pretas). B: CEHs situadas no espago
subendotelial. Espaco subendotelial e espaco de Disse com a presenca e identificagéo dos tipos
celulares que compdem o figado - hepatécitos, células endoteliais, células estreladas
quiescentes e células de Kupffer.

Fonte: Adaptada de Friedman, 2008.

O figado desempenha muitas funcbes inter-relacionadas. Essa inter-
relagdo fica evidente quando ocorre alguma anomalia hepéatica. Nesse caso,
muitas de suas diferentes func¢des séo perturbadas de forma simultanea (Guyton
e Hall, 2016, p. 2551, Silverthorn, 2017 p. 673). Algumas das principais funcdes
do figado séo: (1) filtracdo e armazenamento de sangue; (2) metabolismo de
carboidratos, proteinas, gorduras, hormoénios e produtos quimicos estranhos; (3)
formacéo de bile; (4) armazenamento de vitaminas e de ferro; (5) formagéo de

fatores de coagulagéao (Guyton e Hall, 2016, p. 2556).

De acordo com Silverthorn e colaboradores (2017, p. 673), 0 envio de
materiais absorvidos diretamente para o figado ressalta a importancia desse

orgao como um filtro biolégico. Os hepatécitos contém uma variedade de
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enzimas como, por exemplo, as isoenzimas citocromo p450, que metabolizam
farmacos e xenobidticos e os retiram da circulagdo sanguinea antes de eles

alcancarem a circulagéo sistémica.

O figado é um orgdo envolvido em atividades metabdlicas vitais,
armazenamento de nutrientes e desintoxicacdo. Mediado por um repertorio de
células imunes diversificadas e por populacdes de células ndo hematopoiéticas,
o figado, quando saudéavel, desempenha atividade imunolégica complexa
(Brenner et al., 2013; Robinson, Harmon e O’Farrelly, 2016).

1.1.1 Fibrose hepatica

Podemos definir fiborose como um processo altamente integrado e
dindmico entre a célula e o tecido, sendo uma resposta de reparo tecidual
normal, como a cicatrizacdo de feridas na pele. Quando essa resposta ocorre de
forma controlada e transitoria, contribui para a restauracdo da integridade do
tecido formando uma cicatriz. No entanto, quando essa atividade, ou processo,
se torna excessivo e persistente, o reparo, que antes era benéfico, se transforma
em deformidades teciduais, caracteristica principal da fibrose dO érgdo. No
figado, o resultado de ciclos repetidos de lesao e reparo da origem a fibrose
hepatica (Bona et al., 2014; Hinz et al., 2012). Na lesdo hepatica crbnica, o
excesso de producdo de matriz extracelular é realizado principalmente pelos
miofibroblastos hepéticos. Os miofibroblastos hepéticos originam-se de tipos
heterogéneos de células fibrogénicas. As CEHs sdo a principal fonte de
miofibroblastos hepaticos. No entanto, outras células mesenquimais hepaticas,
incluindo fibroblastos portais, fibrocitos originados da medula Ossea e
hepatdcitos ou colangiécitos vindos de um processo denominado epitélio-
mesenquimal de transicdo, também podem contribuir para a populacdo de
miofibroblastos. Essa contribuicdo ocorre em graus variados, dependendo da
etiologia da doenca hepatica (Figura 4) (Bansal e Chamroonkul, 2019; Gonzalez-
Fernandez et al., 2017).
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Figura 4 - Miofibroblastos hepaticos.
Fonte: Adaptada de Bansal, 2019.

O EO desempenha um papel crucial na ativacao das CEHs. Portanto, sua
reducado poderia ser benéfica na melhora do processo de fibrose. A ativagdo das
CEHs, caracterizada pela conversao de uma célula quiescente rica em vitamina
A em um fendtipo de miofibroblasto, que € proliferativo, fibrogénico e contratil.
Essa ativacdo é considerada a chave central para a fibrogénese e uma resposta
comum a varios insultos no figado (Sanchez-Valle et al., 2012). A reducdo no
numero de CEHs potencialmente pode reverter a fibrose hepética. A eliminacao
das CEHSs (Figura 5) pode ocorrer através de trés maneiras principais: inducao
de morte de CEHSs (apoptose), inducédo da senescéncia de CEHs e reversao ou
transdiferenciacdo das mesmas para um fendtipo inativo (Friedman, 2008;
Bansal e Chamroonkul, 2019).
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Figura 5 - Vias de eliminacdo das CEHSs.
Fonte: Adaptada de Bansal, 2019.

Portanto, independentemente da etiologia da doenca hepatica, as CEHs

sdo o principal alvo da terapia antifibrética (Bansal e Chamroonkul, 2019).

Uma das seis isoformas de actina expressa em tecidos de mamiferos é a
a-SMA, sendo comum sua presenca nas células musculares lisas vasculares e
nos miofibroblastos, ou fibroblastos contrateis, estando localizados dentro dos
feixes de miofilamentos. (Friedman, 2008). O processo de ativacdo das CEHs,
apos desencadeado, leva ao aumento da expressao de filamentos contrateis,
como da a-SMA. O marcador mais comumente utilizado em estudos
experimentais e clinicos relacionados as doencas hepéticas cronicas é o0 a-SMA,
sendo aceito como um indicador da ativacdo das CEHs (Bona et al., 2014;
Krenkel et al., 2019; Weiskirchen,R; Weiskirchen, S; Tacke, F, 2019).
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1.1.2 Cirrose

A cirrose hepatica € uma das causas mais comuns de mortes em
pacientes com doenca hepética crbnica. A lesdo hepatica crbnica de
praticamente qualquer etiologia envolve lesdo crénica do parénquima,
desencadeamento de persistentes respostas inflamatorias, ativacdo da
fibrogénese e respostas cicatriciais. Esses processos a longo prazo, promovem
o desenvolvimento de fibrose hepética, que pode evoluir para cirrose com
aumento na resisténcia ao fluxo sanguineo (guyton e Hall, 2016, p. 2550; Parola
e Pinzani, 2019).

A cirrose hepatica (Figura 6B), consequéncia final da progressdo da
fibrose, € definida como um estagio avancado da doenca hepatica crbnica.
Devido a um continuo depdsito de colageno, na cirrose, a estrutura acinar se
transforma em uma estrutura nodular, circundada por extensos septos de fibrose
no parénquima, os quais alteram a estrutura normal e a arquitetura vascular
hepatica (Novo et al., 2014; Hernandez-Gea e Friedman, 2011). A cirrose
apresenta grave interrupcao do fluxo arterial e venoso intra-hepatico e, por fim,
resultam em hipertensao portal (Hernaez et al., 2017). Com o passar do tempo,
a diminuicdo da solubilidade do colageno contribui para a irreversibilidade da
cirrose em estagios posteriores (Bansal e Chamroonkul, 2019).

Alteracfes qualitativas e quantitativas na composi¢cdo da MEC levam a
capilarizacdo do  sinusoide, dificultando a funcdo de trocas
metabdlicasResultando na formacéo de shunts intra-hepéaticos (Hernandez-Gea
e Friedman, 2011; Rockey, 2013).
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Figura 6 - Alteracdes celulares na cirrose hepatica. A: Arquitetura sinusoidal no figado normal,
com a presenca e identificacao dos tipos celulares que comp&em o figado - hepatdcito, célula
endotelial, célula estrelada quiescente e célula de Kupffer. B: Ativagcao e multiplicagéo de células
estreladas hepaticas, acumulo de matriz extracelular, perda das microvilosidades dos
hepatécitos e capilarizagdo dos sinusoides.

Fonte: Adaptado de Friedman, 2008.

A cirrose pode se apresentar em dois estados: primeiro de compensado,
em que ndo apresenta sintomas, podendo passar despercebida; e no segundo
estado denominado descompensado, que € a fase mais grave, onde surgem
habitualmente os sintomas e complicagcbes, como: presenca de ascite,

hemorragia por varizes e encefalopatia hepatica (Hernaez et al., 2017).

As etiologias principais sdo: virais (por exemplo, hepatites B, C e D),
alcoodlicas, metabdlicas (por exemplo, esteatohepatite n&o alcodlica),
criptogénicas, autoimunes (por exemplo, hepatite autoimune e colangite
esclerosante primaria), vasculares (por exemplo, fibrose cardiaca), por drogas
(licitas e ilicitas), obstrutivas (por exemplo, obstrucao das vias biliares) e toxicas
(xenobidticos), como por DEN, tetracloreto de carbono (CCls) e tiocetamida
(TAA) (Ramachandran, 2020; Bona et al., 2018; Moreira et al., 2015)

A sinalizagdo angiogénica € um componente-chave na resposta de
cicatrizagdo na fibrose hepética, ela contribui ndo so6 para a producdo de MEC,

como também para a hipertensdo portal e para as principais complicacfes da
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cirrose, como: varizes gastroesofagicas, hemorragia digestiva, ascite, peritonite

bacteriana e encefalopatia hepatica (Friedman, 2010; Kim et al., 2011).

A cirrose costuma se desenvolver insidiosamente, sem sintomas, ao longo
de muitos anos (20 a 40 anos). A maioria dos pacientes sdo assintomaticos, e o
ritmo de desenvolvimento da doenca € influenciado por fatores genéticos e
ambientais (Hernandez-Gea e Friedman, 2011). Ndo ha medicamentos eficazes
para o tratamento e o transplante hepatico é atualmente a unica terapeutica
com perspectiva curativa. Esse fato associado as potenciais complicacdes em
outros Orgaos evidenciam a urgéncia e a necessidade de desenvolver terapias
antifibréticas eficazes que possam reverter a evolugao da doenca (Snowdon and
Fallowfield, 2011; Parola e Pinzani, 2019).

1.1.3 Modelo experimental de inducédo de cirrose

Os modelos experimentais para estudar cirrose incluem a utilizacao de
modelos cirargicos, como a ligadura de ducto biliar (Tieppo et al., 2009; Colares
et al., 2022), e o uso de modelos por inducdo quimica, como DEN (Haratake et
al., 1991; Moreira et al., 2015), CCls (Bona et al., 2012) e TAA (Schemitt et al.,
2019). Esses modelos de cirrose conseguem reproduzir o padrao histolégico e
as alterac6es na integridade do figado semelhantes aos da cirrose em humanos
(Bona et al., 2018).

A DEN, um composto N-nitroso alquil, esta presente em alimentos,
bebidas, fumaca de tabaco, agua potavel e poluicdo industrial. A DEN quando
biotransformada, produz metabdlitos capazes de estabelecer ligacdes
covalentes denominadas adutos com DNA e Proteinas celulares. Essa sintese
endodgena de compostos N-nitrosos (NOCs) contribui para 45% a 75% da
exposicédo total a DEN. Continua a ser uma questédo recorrente o efeito de nitrato,
nitrito e NOCs na saude humana no que diz respeito a ocorréncia de
cancer, devido ao desconhecimento da exposi¢éo da populacdo geral aos NOCs

(Santos, Colaco e Oliveira, 2017).

A DEN (Figura 7A), € uma hepatotoxina potente, mutagénica e
cancerigena utilizada como modelo experimental de hepatocarcinoma. Ela leva

a formacdo de RL e espécies ativas de oxigénio, a alteracdes oxidativas e a
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guebra de fita do DNA (Santos, Colaco e Oliveira, 2017; Park, et al., 2020;
Moreira et al., 2015).

Ha dois tipos de agentes quimicos hepatotoxicos:

e Agente quimico indutor (ou de acdo direta): atua como iniciador, e tem a
capacidade de induzir alteracdes estruturais no DNA. Exemplos: DEN
(Figura 7A), Dimetilnitrosamina, 2-acetilaminofluoreno, Aflatoxinas.

e Agente quimico promotor: tem baixa capacidade hepatotoxica, ndo tem
interagcdo direta com o DNA, mas provoca um efeito exacerbado no
desenvolvimento da cirrose (potencializa a formacdo de ndédulos). Séo
exemplos de promotores: Fenobarbital (Figura 7B), Tiocetamida, tetracloreto
de carbono (CCl 4) e tamoxifeno. (De Minicis et al., 2013; Moreira et al., 2015;
Santos, Colaco e Oliveira, 2017; Bona et al., 2018).

Esse estudo utilizou a inducdo da cirrose por meio de agente quimico
indutor (DEN) em associacdo com um agente quimico promotor
(Fenobarbital).

A B

DEN Fenobarbital
CH,-CH, y
\ Y
N—N=0 HN
CH,-CH, / 0

N O

Figura 7 - Formula estrutural: A: DEN. B: Fenobarbital.
Fonte: Adaptadas (Sanches-Filho et al., 2003; Yaripour et al., 2020).

A cirrose hepatica € uma doenca grave sem tratamento eficaz disponivel,
tendo como Unica alternativa viavel o transplante hepatico. Estudos
experimentais em modelos animais sao fundamentais para compreender 0s
mecanismos moleculares e celulares envolvidos na cirrose e para avaliar a

eficacia de novas terapias (Schemitt et al., 2019; De Minicis et al., 2013).

A cirrose hepatica foi induzida por DEN, por meio da administracéo i.p. de
uma dose de 50 mg/kg de peso do animal duas vezes por semana, em sete

semanas (Bona et al., 2014). A exposicdo a baixas e repetidas doses de DEN
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causa lesdo hepatica crbnica com graus variados de necrose, fibrose e
regeneragcdo nodular. Em roedores, a administracdo de DEN causa dano
hepatocelular e EO, resultado da geracédo de RL. Portanto esse € um modelo
ideal para estudar o efeito de terapias antifibroticas em que o EO ativa
mecanismos para induzir a ativacdo das CEHs levando a fibrose (Bona et al.,
2014; MadanKumar et al., 2014).

A primeira etapa de bioativacdo da DEN (Figura 8) € a a-hidroxilacdo, que
€ dependente de oxigénio e de fosfato nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADPH) e requer ativacdo metabdlica catalisada pelo sistema enzimatico do
citocromo P450, produzindo uma a-hidroxilnitrosamina, a qual tem sua maior
atividade nos hepatdcitos centrolobulares. O processo segue com a formacgéo do
ion etildiazonium, que apresenta caracteristicas eletrofilicas. Esse ion propicia a
lesdo por DEN por meio da quebra na cadeia do DNA (Verna, Whysner e
Williams, 1996; Moreira et al., 2015; Santos, Colaco e Oliveira, 2017).

CH,CH, CH,CH,
Mﬂhﬂzﬂﬂ—ﬂh \N—N=G
CH,CH, ~~ 0,, NADPH CH,CH
NDEA OH
CH,CH,
~

CH,CH, — N' =N+ OH ——— w N— N==0 + CH,CHO
+DNA

CH,CH, — DNA + N2 + H,0

DNA Adducts

Figura 8 - Biotransformacdo da DEN.
Fonte: Adaptado de Verna et al.; 1996.

A lesdo hepatica induzida por um metabdlito toxico € dependente da
mono-oxigenase do citocromo P450, na qual a metabolizacdo do DEN &
exacerbado por promotores enzimaticos como o fenobarbital (Calfee-Mason,

Spear e Glauert, 2002; Goldani et al., 2007).
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1. 2 ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio atmosférico (O2) é utilizado pelos organismos vivos, sendo um
dos responsaveis por fornecer de energia celular e por manter as funcodes
bioquimicas intracelulares. Entretanto, por meio desse metabolismo aerdbico ha
maior chance de formar as ERO e, consequentemente, o EO. Entdo, o Oz pode
ser potencialmente nocivo, pois tanto a sua falta quanto o seu excesso podem
levar a morte (Gutteridge e Halliwell, 1989; Halliwell, 2012).

O excesso na producéo de oxidantes, que leva ao EO, causa alteracéo e
danos as biomoléculas intracelulares, incluindo &cidos nucleicos, proteinas e
lipidios. Entretanto, quando o equilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes &
mantido, as ERO desempenham uma funcdo fisiolégica positiva no
funcionamento normal das células, a qual, é essencial para processos
bioguimicos vitais por meio da sinalizacdo redox durante o ciclo celular,
estimulando a diferenciacéo, progressao, interrupcdo do crescimento e morte
celular programada (apoptose). As ERO também atuam na defesa contra
microrganismos e na regulacéo imunologica (Sies, Berndt e Jones, 2017; Zahra
et al., 2021). Por outro lado, o desequilibrio da homeostase redox em favor dos
pré-oxidantes resulta em uma super-producao de ERO, o que leva a um estado
patolégico conhecido como EO, um fendtipo-chave relacionado com muitas
doencas, incluindo a cirrose (Gaschler e Stockwell, 2017; Halliwell e Gutteridge,
2015).
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AOX
Equilibrio
AOX = Antioxidante
OXI = Oxidante

Figura 9 - Representacdo do estresse oxidativo.
Fonte: elaborado pela autora.

O EO é denominado um estado de desequilibrio na producédo entre
substancias oxidantes e os sistemas de protecdo antioxidante a favor das
oxidantes. (Halliwell e Gutteridge, 2015).

Na grande maioria dos estudos clinicos, niveis elevados de certos
biomarcadores de dano oxidativo tém sido descritos como um mecanismo Sério
na iniciacdo e progressao da fibrose e cirrose. Parecem estar correlacionados
com um pior prognéstigo da doenca, podendo chegar a hepatocarcinoma,
estagio mais avancado da doenca (Halliwell, 2013).

1.2.1 Radicais livres e espécies reativas de oxigénio

Para o sistema biolégico, a geracédo das ERO esta associada ao aumento
da velocidade na geracao de espécies oxidantes e/ou a diminui¢cao da atividade
dos sistemas de defesa AOX (Halliwell e Gutteridge, 1989).

As ERO incluem os RL, como anion superoxido (O2"), radical hidroxila
(OH"), oxigénio singlet ('0,) e derivados ndo radicais altamente toxicos, como
peréxido de hidrogénio (H202) e peroxinitrito (ONOO -). Todos esses sédo gerados
como subprodutos metabolicos por sistemas biolégicos (Pizzino et al., 2017;
Zahra et al., 2021).
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Radical livre (RL) é qualquer espécie quimica (atomo ou molécula) que
seja capaz de existéncia independente e que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados em qualquer orbital, normalmente no mais externo; um elétron
desemparelhado esta ligado e ocupando um orbital atdmico ou molecular
s6zinho. Dessa forma, os RL buscam reagir com outras moléculas para
alcancarem o equilibrio. Além disso sdo uma espécie paramagnética muito
instavel, com alto grau de reatividade quimica, vida média curta e com uma
enorme capacidade de se combinar inespecificamente com as diversas
moléculas da estrutura celular (Halliwell e Gutteridge, 2006).

Os RL podem ser formados pela perda de um anico elétron de um néo-
radical, deixando para trds um elétron desemparelhado e uma carga positiva, ou
ganhando um simples elétron (Halliwell e Gutteridge, 2015).

As espécies radicais mais comuns em sistemas bioldgicos séo os radicais

derivados de oxigénio, também conhecidos como ERO (Zahra et al., 2021).

Fatores enddgenos
v' Cadeia respiratéria
v" Reacdes com ferro ou metais de

. ) transicdo
Molécula Estavel ydical Livre @ v Fagocitose
@ Nucleo v’ Atividade fisica
@ v < @ )
Elétron u ™ :> J

Fatores exogenos

v" Polui¢do

v" Radia¢do

v" Tabagismo

v Alcool

v" Drogas e pesticidas

Figura 10 - Fontes de radicais livres.
Fonte: Bachtold, 2013. Modificado pela autora.

As ERO sdo uma familia de moléculas continuamente geradas,
transformadas e consumidas em todos 0s organismos vivos como consequéncia
do metabolismo aerobico, sendo sua concentracao regulada pelo equilibrio entre
a taxa de producéo e taxa de eliminagéo por sistemas antioxidantes (Dickinson
e Christophe, 2011; Trachootham et al., 2008). Em geral, niveis moderados de

ERO podem funcionar como sinal para promover a proliferacédo e sobrevivéncia
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celular. Um aumento excessivo na producao de ERO, por sua vez, pode induzir
a apoptose, necrose, piroptose ou morte celular autofagica. Normalmente, ha um
equilibrio entre as espécies oxidativas e os mecanismos de defesa antioxidantes,
0 qual é mediado por enzimas responsaveis por metabolizar ou neutralizar ERO

como, por exemplo, a SOD (Domenech e Gemma, 2020).

A maior parte do oxigénio molecular (95 % a 98%), durante seu processo
de reducdo, necessita receber quatro elétrons para formar trifosfato de
adenosina (ATP) liberando agua e gas carbdnico. Porém, na cadeia eletrbnica
mitocondrial, uma pequena quantidade da reducdo monoeletrénica do O2 (2% a
5%) tem forte tendéncia a receber um elétron por vez, o que levara a formacao
de uma série de espécies intermediarias toxicas e reativas, que sdo as ERO. Em
condicbes metabdlicas normais, nos organismos aerobicos, essas ERO séo
geradas até que ocorra a reducdo total do O2 em agua. Durante esse processo,
ocorre a reducdo parcial do oxigénio, gerando anion superoxido (O2") pela
NADPH oxidase, xantina oxidase e peroxidases. O anion superéxido com a
adicéo de hidrogénio, se reduz a H202. O H202, na presenca de ions metais de

transicao, forma o radical hidroxila (OHe) (Figura 11).

e e 2H' e H' e H
0 .- 0;* [ H0: ( oW ([ |
) '\\ S \'\;I- o ey \-.:__u ."'.‘_\:' IH:U
Molécula de e Anion Perdoxido —— Radical __~ % Agua
Oxigénio Superoxido de Hidrogénio Hidroxila

Figura 11 - Formacgé&o de espécies reativas de oxigénio e radical livre
Fonte: Adaptada de Halliwell e Gutteridge, 2007.

O H202 (um nao radical) é produzido por multiplas enzimas oxidase, isto
€, aminoacido oxidase e xantina oxidase. O anion radical superdxido (O;-) e 0
radical hidroxila (OH+) sdo denominados RL. O radical hidroxila (OH¢) & o mais
reativo dentre todas as espécies de RL in vivo. Ele é gerado pela reagédo de Oz"
com H202, na presenca de Fe ?* ou Cu * como catalisador, conforme mostrado
(ver figura 12) na reacao de Fenton (Reacédo 1) (Halliwell e Gutteridge, 2007;
Pizzino et al., 2017).
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Fe?* + HoOp == Fe3 + OHs + OH (Reacdo 1)
02" + H202 e O2 + OH*+ OH (Reacgéo 2)

Figura 12 - Reacao de Fenton (Reacéo 1) e reacdo de Haber-Weiss (Reacao 2).
Fonte: Halliwell, 2007.

Os intermediarios da reducao monovalente do O2 sdo Oz™, H202, oxigénio
singlet '0, e o radical OHe. Todos s&o denominados ERO por serem capazes de
existir de forma independente. Dois desses intermediarios sdo chamados de RL.

Sao eles: Oz~ e OHe.

Alguns fatores que auxiliam no aumento da produgédo de ERO séo a
exposicao a fatores ambientais, como a radiagao ultravioleta (UV e a radiacéo
ionizante, a ingestdo de xenobidticos, a exposicdo a poluentes ambientais e
metais pesados, entre outros. Esses fatores levam a um desequilibrio (EO), que
pode ser resultado do aumento exagerado na geracédo de ERO e de RL e/ou da
reducgéo da atividade de enzimas antioxidantes (Halliwell, 1989).

Tabela 1 - Algumas ERO biologicamente importantes

ERO

* Superdxido, 027
« Hidroxil, OH

« Peroxil, RO 2~

« Alcoxil, RO’

Radical

* Perdxido de hidrogénio, Hz2 O 2
« Acido hipocloroso, HOC|
MNao radical * Perdxidos organicos, ROOH
» Peroxinitrito, ONOQO ~
« Acido peroxinitroso, ONOOH

Fonte: Butterfield, 2019.

1.2.2 Lipoperoxidagao

As membranas celulares, ttm como seu principal constituinte os lipideos,

que desempenham papel indispensavel na manutencao da integridade estrutural
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das células. O processo de LPO é uma reacdo em cadeia caracterizada pelo
ataque aos lipideos que contém ligacfes insaturadas. A oxidacdo excessiva de
lipideos altera a composicgéo, estrutura e dinAmica das membranas lipidicas. Os
peréxidos lipidicos, por serem compostos altamente reativos, conseguem
propagar a geracao adicional de ERO ou degrada-la em compostos reativos com
capacidade de fazer ligacbes com o DNA e com as proteinas (Ayala, 2014;
Gaschler , 2017; Schemitt, 2019).

As ERO desencadeiam peroxidacdo lipidica, liberacdo de citosinas
inflamatorias e morte celular. Tanto os produtos de LPO biologicamente ativos
guanto as citocinas agem em conjunto para desencadear as diversas lesdes
hepéticas, induzindo a inflamacao hepética e fibrose, que eventualmente levam

a cirrose (Marcolin et al., 2013).

A biossintese de peroxidos lipidicos pode ser realizada por enzimas ou
por processos ndo enzimaticos, mas, para ambos, o escopo do substrato e o

mecanismo geral da LPO séo praticamente 0S mesmos.

Essa reacdo em cadeia € representada pelas etapas de iniciacéo,

propagacéo e terminacéao (Figura 13) (Halliwell, 2013).

Iniciagdo Propagacao Terminacdo

(Reagdo de Fenton) R-0O" R-OH AOX
2NN 0, R0 —22 >R 0,

R’O’O‘H OH- R-O R H R

(A oS AN o Y™

—_—
R...O. S R R L 4 4
0" "H 6 1
R= H or Alkyl PUFA N
R H R

Figura 13 - Etapas da LPO. Na etapa de inicia¢do, os primeiros radicais sdo gerados. Na etapa
de propagacéao, os radicais sdo capazes de reagir com novos substratos, criando novos radicais.
A etapa de propagacéo se repete até a etapa de terminacéo, em que os radicais séo 'extintos'
por antioxidantes ou reagem com outro radical.

Fonte: Adaptado de Gaschler, 2017.

1.3 PROCESSO INFLAMATORIO

No figado normal, a expressdo de mediadores inflamatérios € baixa.

Entretanto, estd aumentada nos hepatoécitos, nos colangiocitos e no epitélio
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sinosoidal em diferentes doencas hepaticas agudas ou cronicas, incluindo a
cirrose hepatica induzida por DEN (Cerretani et al., 2011; Brenner, 2013; Bona
et al., 2014, Robinson; 2016).

A inducéo de mediadores inflamatérios no figado de ratos submetidos ao
uso de DEN, incluindo a iNOS, é orquestrada pelo NFkB, que séo reguladores
génicos envolvidos na maioria das respostas inflamatdrias. (Bona, 2014;
Schemitt, 2016; Tacke, 2017).

O processo inflamatorio pode ser desencadeado por indutores
endogenos, liberados pela ruptura da membrana plasmatica ou através de
células necrosadas, ou por indutores exdégenos, como alimentos,

microrganismos ou xenobioticos (Rosa et al., 2021).

1.3.1 Oxido Nitrico

O NO é considerado um segundo mensageiro intracelular com inUmeras
funcdes bioldgicas, incluindo as fungBes neurotransmissora, vasodilatadora,
imunolégica e metabdlica (Silveira, 2004). O NO ¢é sintetizado a partir da L-
arginina e Oz, com a formacao de quantidades estequiométricas de L-citrulina
por trés enzimas o6xido nitrico sintase (NOS): NOS endotelial (eNOS), NOS
neuronal (nNOS) e NOS induzivel (iNOS). Baixos niveis fisiolégicos de NO sdo
produzidos por eNOS e nNOS expressos constitutivamente. A INOS, por sua
vez, € responsavel pela producao prolongada de maiores quantidades de NO.
Embora a modulagdo de NOS possa contribuir para as acdes anti-inflamatérias
da MLT, os mecanismos envolvidos podem diferir entre os tecidos. O NO
influencia véarios aspectos da cascata inflamatoria, desde sua prépria producdo
por células imunocompetentes até o recrutamento de leucdcitos. Além disso, a
formacé&o de peroxinitrito — o produto da reagcao controlada por difusédo do NO
com o radical anion superoxido (O2") — leva ao aumento da citotoxicidade (Mauriz
et al., 2013).
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Figura 14 - Metabolismo do NO.
Fonte: Elaborado pela autora.

1.3.2 Fator nuclear Kappa B

O NFxB é um fator de transcricdo, que apresenta como caracteristica a
rapida translocacdo do citoplasma para o nucleo, conseguindo ativar
rapidamente a expressao de genes envolvidos em vias inflamatorias e respostas
imunes (Sies, 2017).

O NFxB néo se refere a uma unica molécula, mas sim a uma familia de
fatores de transcricao diméricos, que consiste nas cinco subunidades Rel: p50,
p52, RelA (também conhecida como p65), RelB e c-Rel. Essas subunidades
podem ser subdivididas em duas classes: as proteinas da subfamilia REL
(p65/RelA, RelB e c-Rel), que sao sintetizadas como proteinas maduras; e as
proteinas da subfamilia NFkB (p50 e p52 e seus precursores pl05 e pl00,
respectivamente), que sofrem protedlise para produzir as formas de proteinas
maduras (Robinson, 2010; Gaptulbarova,2020).

As subunidades p50 e p65 (RelA) sdo as formas mais abundantes, sendo
a subunidade p65 a que desempenha funcgéo crucial na expressao de genes
envolvidos no processo inflamatério (Lingappan, 2018; Mohamed, Suddek, El-
Kashef, 2021).

O NFxB, no citoplasma, encontra-se inativo, pois esté ligado as proteinas
inibitérias 1kB. Sinais pro-inflamatérios, como produtos bacterianos, virus,

citocinas, RL, entre outros, induzem a fosforilagédo das proteinas IkB. A IxB é
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responsavel pela ativacdo de NFxB através da fosforilacdo do inibidor do fator
nuclear-xBa (lkBa). Ao ser fosforilado, |kBa é degradado, e iSso permite que o
NF«B/p65-p50, heterodimero, migre para o nicleo e aumente a regulacao da
expressdo de genes pro-inflamatérios e anti-apopitoticos, tais como iNOS,
VCAM1, COX2, resultando em um processo inflamatério. (Lawrence et al., 2002;
Gaptulbarova,2020).

Estimulo
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Figura 15 - Ativacdo de NFkB/p65 em resposta ao estimulo pré-inflamatério.
Fonte: Modificado de Lawrence et al., 2002.

Evidéncias sugerem que as ERO podem agir como sinalizadores do
NFkB, demonstrando que o NF«xB € um fator de transcricdo que responde ao
EO. O NFxB modula a expresséo génica em diversos processos celulares, como
a resposta imune inata, inflamatoéria e apoptoética e respostas ao estresse a uma
variedade de estimulos nocivos. Varios estudos, em diferentes modelos de EO,
tém sido realizados para elucidar os efeitos do EO na via de sinalizacdo do NFxB

(Lingappan, 2018; Moreira et al., 2015).
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1.4 DANOS AO DNA

As células estdo continuamente expostas a acdo de agentes e de fatores
fisicos e quimicos provenientes de fontes enddgenas e exdgenas, ao quais
podem danificar o DNA caso os mecanismos de reparo celular ndo sejam
eficientes e rapidos, podendo originar mutacdes e possiveis transformacdes

neoplasicas (Costa et al., 2003).

Produtos quimicos mutagénicos podem induzir alteracdes genémicas por
atingirem diretamente e/ou indiretamente o DNA, ligando-se a proteinas
envolvidas na manutencéo da integridade do genoma. Alguns deles necessitam
ser metabolizados antes de adquirirem sua capacidade mutagénica como, por
exemplo, a DEN (Mateuca et al., 2006).

O EC é um método que detecta varias formas de danos primarios ao DNA,
como quebras de fita simples e dupla, lesdes alcali-labeis, dano oxidativo a base
do DNA e ligacdes cruzadas. Esse ensaio tem sido amplamente aplicado como
primeiro parametro para avaliar a genotoxicidade em células eucaribticas
(Bolognesi et al., 2004, Villela et al., 2006).

O teste de MN esté entre os biomarcadores mais amplamente estudados
de danos ao DNA e instabilidade cromossémica em humanos (Fenech et al.,
2020; Miguel et al., 2022).

Diferentemente do teste de MN, que detecta mutacdes ja estabelecidas,
o EC é uma técnica mais sensivel porque € capaz de verificar a presenca de
danos pré-mutagénicos no DNA. Essas lesdes podem ser reparadas, porém,
caso o reparo nao ocorra, elas podem resultar em mutacgéao (Tice et al., 2003).

Ensaio cometa

O EC é realizado por técnica de eletroforese em célula unica (individual).
Essa técnica oferece vantagem importante porque as células ndo precisam estar
em estado de divisdo. E considerado um método rapido, sensivel e barato para
medir sitios sensiveis ao pH béasico (alcalinos-labeis) e quebras no DNA de

células de mamiferos. Outra vantagem do EC é a possibilidade de ser usado em
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qualquer organismo eucariético e tipo celular, o que € muito util, pois pode
detectar lesbes de DNA em células individuais obtidas sob uma variedade de
condi¢cbes experimentais, uma vez que o dano ao DNA induzido por agentes
toxicos é frequentemente especifico de tecido e célula; a técnica também pode

ser usada para avaliar o reparo do DNA (Silva et al., 2000).

O EC foi desenvolvido e refinado para fornecer determinagéo quantitativa
e funcional da capacidade de resposta de dano e reparo ao DNA do individuo
(Xu, Jianzhen et al., 2020). Por envolver a aplicacdo de uma corrente elétrica
nas células, o EC resulta no transporte de fragmentos de DNA para fora do
ndcleo, por meio quebras de cadeia simples ou dupla, nas células danificadas.
A imagem da migracdo do DNA obtida assemelha-se a de um cometa com
cabeca e cauda, dai o termo EC. Como demonstrado na figura 16, o
comprimento da cauda estaria diretamente proporcional a quantidade de DNA
danificado (Singh, 2000; Silva et al., 2000).

MedicOes de quebras de fitas de DNA residuais (resultados funcionais)
sdo usadas como evidéncia de excisdo de base e capacidade de reparo de
quebra de fita de DNA apds exposicdo ao agente genotéxico. O EC foi validado
por sua sensibilidade e especificidade, sendo, portanto, bem utilizado em todo o
mundo (Xu, Jianzhen et al., 2020).

Dano observado no DNA Cabeca/Cauda Classes de dano

Figura 16 - Diferentes classes de danos celulares detectados pelo EC em células de hemolinfa
de Limnoperna fortunei.
Fonte: Villela et al., 2016.
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Teste de micronucleos

A exposicao das células a agentes genotdxicos (quimicos e/ou radiacao)
pode causar aberracdes cromossOmicas estruturais ou numeéricas, originando
pequenos nucleos anormais conhecidos como MN, adicionais ao nucleo
principal. Os MN séo pequenos corpos extracelulares formados durante a divisdo
celular que apresentam fragmentos de cromossomos (DNA) e/ou cromossomos
inteiros que ndo sao incorporados ao nucleo primario por serem incapazes de
migrar para os polos, ficando para tras na anafase e nao sendo incluidos nos
ndcleos-filhos durante a tel6fase da mitose. A formac&o de MN ocorre ou porque
a maioria dos fragmentos cromossGmicos ndo possui centrdmero, ou porque
alguns dos cromossomos inteiros tém centromeros defeituosos. A presenca de
MN em células recém divididas indica dano genémico sem possibilidade de
reparo (Carrard et al., 2007; Miguel et al., 2022).

Entre os testes mais utllizados para a deteccdo de mutacoes
cromossbmicas esta o teste de MN, que exige a célula estar em seu estado
proliferativo. O ensaio do MN € um teste in vivo eficaz e importante para a
deteccdo de compostos genotoxicos, particularmente daqueles que requerem

ativacdo metabdlica, como, por exemplo, a DEN (Tu et al., 2021).

1.5 ANTIOXIDANTES

Antioxidante (AOX) é qualquer substancia que, quando presente em
concentracdes reduzidas comparadas as de um substrato oxidavel, consegue
retardar ou inibir, significativamente, a oxidacdo desse substrato (Sies et al.,
1993).

O nosso organismo, possui um complexo sistema antioxidante protetor
contra as acgOes deletérias provocadas pelos RL. Esse sistema de protecdo
antioxidante pode ser enzimatico ou ndo enzimatico (Figura 17), e ambos
trabalham em conjunto para minimizar os efeitos das ERO nos tecidos (Silveira,
2004).
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Figura 17 - Fonte de ERO e antioxidantes.
Fonte: Adaptado de Silva, 2014.

A suplementacdo com antioxidantes, seja na dieta ou em capsulas, é
baseada em estudos que demonstram que os radicais de oxigénio e as ERO
desempenham um papel importante em muitas doencas humanas causando o
“dano oxidativo”, e que a diminuicdo do dano oxidativo ira atrasar ou impedir o

desenvolvimento e a progresséao da cirrose (Halliwell, 2013).

1.5.1 Antioxidantes enziméaticos

O sistema antioxidante enzimatico é responsavel pela manutencédo do
equilibrio entre substancias pré-oxidantes e antioxidantes. Cada enzima desse
sistema desempenha uma funcdo no controle do balanco oxidativo (Moreira et
al., 2015)

Entre essas enzimas temos a SOD, responsavel pela dismutacdo do
anion superoéxido (02"), a Catalase (CAT), responséavel por decompor o H202 em
agua e oxigénio (O2), e a glutationa peroxidase (GPx), que degrada, além do
peréxido de hidrogénio (H202), outros peréxidos organicos (Figura 18). Como
primeira linha de defesa contra as ERO destaca-se a SOD (Travacio e
Llesuy,1996; Halliwell, 2012).
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A acdo dessas enzimas ocorre de maneira coordenada, a exemplo da
SOD que atua na dismutagéo do anion superoxido (Oz ™), originando H202 que
é transformado em Oz e agua pela CAT, e a GPx inativa tanto os peréxidos de
hidrogénio quanto os peroéxidos lipidicos. Dependendo do local de atuacéo, a
SOD apresenta trés tipos: SOD 1 (mitocondrial), SOD 2 (intracelular) e SOD 3
(extracelular). Apesar de possuirem propriedades e estruturas diferentes, esses
tipos de SOD executam a mesma reacao (Chance et al., 1979; Bar-Or et al.,
2015).
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Figura 18 - Sistema antioxidante enzimético.
Fonte: He et al., 2020.

1.5.2 Antioxidantes nao-enziméaticos

Assim como existem as defesas do sistema antioxidante enzimatico, que
agem na manutencdo do equilibrio entre substancias pré-oxidantes e
antioxidantes, impedindo danos as membranas celulares, existem as defesas do
sistema antioxidante ndo enzimatico, representado por substancias exdégenas
(Halliwell, 1994). Os antioxidantes ndo enzimaticos atuam de diferentes formas
na prevencao e no combate do dano oxidativo, evitando a formacao de RL e
ERO ou, também, suprimindo a cadeia de peroxidacéo lipidica em sua fase de
propagacéo, reparando ou, até mesmo, reconstituindo as membranas celulares
(Repetto e Llesuy, 2002; Halliwell, 2006).

Entre esses AOX ndo enzimaticos exégenos, 0os mais conhecidos sdo a

glutationa (GSH), as vitaminas E (a-tocoferol) e C (acido ascérbico), o B-
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caroteno, que, apos ingestéo, se converte em vitamina A, os flavonoides, a MLT,
entre outros. A MLT se destaca por ter acao antioxidante, anti-inflamatoria e anti-
fibrética (Tieppo et al., 2009; Bona et al., 2012).

1.6 MELATONINA

A n-acetil-5-metoxitriptamina (Figura 19), popularmente conhecida como
MLT, com peso molecular de 232,27 g/mol, € um neurohorménio de natureza
inddlica, sintetizado a partir do aminoacido triptofano e dependente da sua
disponibilidade (Palomo, 2013; Axelrod e Weissbach, 1960).

Sua caracteristica quimica de anfifilicidade, gragas ao grupamento metoxi
no carbono 5 e ao grupamento acil ligado ao nitrogénio do grupo amina, permite
ao composto difundir-se em meio hidrofilico e lipofilico, facilitando sua travessia
pelas barreiras biologicas (Cipolla-Neto e Afeche, 2008). A capacidade
antioxidante da MLT decorre da dupla ligacdo presente nos carbonos 2 e 3 do
anel pirrélico. Essa dupla ligacdo possui alta capacidade de doar elétrons,

propriedade reconhecida pela primeira vez em 1993 (Tan et al., 1993).

ANFIFILICA
ANTIOXIDANTE

Figura 19 - Molécula de melatonina: caracteristicas quimicas.
Fonte: Adaptado de Cipolla-neto e Afeche, 2008.

A MLT é o primeiro composto biologicamente ativo sintetizado pela
glandula pineal. Sua sintese ocorre ao longo de certos periodos do dia, sendo
inibida pela luz e estimulada durante a fase escura, E descrita como secrecéo

ritmica, exercendo efeitos cronobiolégicos e atuando como o relégio biolégico
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mestre em mamiferos (Palomo, 2013; Gonzalez-Fernandez et al., 2017;
Ostrycharz et al., 2020).

Sua sintese e secrecdo endogenas (Figura 19) sdo controladas pelo
nucleo supraquiasmatico, situado no hipotalamo. Por muito tempo, considerou-
se que a MLT era produzida apenas pela glandula pineal. Porém, estudos
mostram que ela foi detectada em 6rgados como figado, intestino, pulméo e
medula éssea (Fevre-Montange, 1985; Brzozowski e Jaworek, 2014). Ela
também pode ser encontrada em alguns alimentos como frutas (casca da uva,
abacaxi), nozes e carnes, especialmente na carne frango, bovina e suina A
ingesta desses alimentos ajudam a suprir uma parte das deficiéncias diarias
desse hormonio. Pesquisas mais detalhadas foram realizadas recentemente e
constataram que a via sintética de MLT em plantas tem como precursor o
triptofano, o qual necessita de quatro reacfes enzimaticas consecutivas para
produzir melatonina. No entanto, essa via sintética difere da dos animais (Cheng,
et al., 2021).

Melatonina
-._‘<1, ! \ > T\/
["i /..'LL -—x’/ S
Vi ){ il TN
'/"L i £ 1
\k( |
& N & .
Inibicio -f':-"?'_—'_‘{ Glandula pineal
Y e ==

Trato retino-
hipotalamico

Nucleo
Supraauiasmatico

Ganglio cervical superior

Figura 20 - Controle, sintese e secregcao da MLT
Fonte: Koch et al., 2009.
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Essa molécula parece ser capaz de afetar varias vias de sinalizacao
intracelulares e proteger células saudaveis contra diferentes tipos de danos
(Palomo, 2013). Apos secretada ou administrada, ela passa livremente através
da membrana celular, incluindo a barreira hematoencefalica e a placenta, e se
distribui por varios tecidos sem ser estocada, alcancando todos os
compartimentos subcelulares e protegendo-os dos RL (Costa, Lopes e Lamy-
Freund, 1995). InUmeros estudos surgiram para testar e comprovar a capacidade
dessa indolamina como scavenger de RL, entre eles o radical hidroxila (OH")
(Reiter et al., 2002; Reiter, Tan e Galano, 2014).

A MLT também tem sido associada a uma gama de funcdes, incluindo:
atividade angiogénica, efeito neuroprotetor junto ao sistema nervoso central e
influéncia na sobrevivéncia e diferenciacdo das células-tronco mesenquimais
(MSCs) (ElI-Magd et al. 2019; Rosa et al., 2021; Reiter et al., 2016). Muitos
estudos demonstraram que a MLT exerce seus efeitos anti-inflamatérios em
vérias situacdes fisiopatologicas, sendo capaz de regular a ativacdo do sistema
imunoldgico e reduzir a inflamacao crénica e aguda (Tarocco et al., 2019; Miguel
et al., 2022; Oliveira Salvi, 2020).

Na pratica clinica, a MLT ja é usada ha muitos anos. Além de ser segura
e bem tolerada mesmo em doses elevadas, ela atravessa facilmente a barreira
hemato-encefalica (Reiter,Tan e Korkmaz, 2013). E prescrita para aumentar a
eficiéncia do sono, tratar o jet lag, melhorar o sistema cardiovascular, combater
o envelhecimento, complementar dietas, controlar e tratar alteracdes ligadas ao
humor, ajudar na maturacédo sexual e reproducao (Pescador, 2013; Moreira et
al., 2015).



2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 OBJETIVO GERAL

Elucidar os efeitos da MLT na modulacdo da homeostase redox, no
processo inflamatorio, fibrogénico e cirrético e nos danos ao DNA no modelo

experimental de cirrose hepatica induzida por DEN em ratos machos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar as alteragbes histolégicas no figado dos animais através de

laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE) e Picrosirius.

- Verificar as provas de integridade hepatica por meio da analise
bioquimica das enzimas aspartato amino transferase (AST), alanina amino
transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) no sangue dos animais submetidos

a administracdo de DEN e tratados com MLT.

- Avaliar a formacéo de fibrose através da expressao da proteina a-SMA

por Western Blot.

- Avaliar os parametros de EO mediante analises da lipoperoxidagao pela
técnica de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e expressao da

enzima antioxidante SOD no figado dos animais.

- Analisar o processo inflamatério através da expressao das proteinas
iINOS e NFkB/p65 pela técnica de Western Blot.

- Avaliar os danos ao DNA por meio das técnicas de EC e MC.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Este estudo apresentou carater experimental comparativo, sendo caracterizado
pela inducdo quimica da cirrose hepatica, por meio da administracéo i.p. de DEN e

pela comparagéo de grupos com grupos com e sem o uso de MLT.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Consideracdes éticas

O estudo foi realizado na Unidade de Experimentacédo Animal e no Laboratorio
Experimental de Ciéncias Pneumoldgicas e Inflamacdo do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre apds aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CEUA/HCPA) sob o nimero 2016-0029.

O uso e cuidado com os de animais foram de acordo com a Lei Federal n °
11.794 de 08/10/2008, que regulamenta o uso de animais em pesquisas cientificas no
Brasil, seguindo as normas do Conselho Brasileiro de Controle de Experimentagcao
Animal (CONCEA).

3.2.2 Animais e calculo amostral

O calculo amostral usou como base estudos anteriores, em que, para detectar
diferengas com magnitude (tamanho de efeito: E/S) igual a 2,0 unidades de desvio
padrao no balanco oxidativo, mantendo-se a= 0,05 e poder de 90%, foram calculados

seis ratos por grupo (Bona et al., 2014).

Neste estudo, foram utilizados 32 ratos machos Wistar com peso aproximado
de 180 gramas. Os animais foram aclimatados por 14 dias antes de qualquer
manipulagédo/experimentacdo e mantidos na Unidade de Experimentacdo Animal do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Durante o experimento, foram mantidos em
caixas forradas com maravalha, com lotacdo minima de 2 e maxima de 4 animais em

cada caixa, e em uma sala com temperatura e umidade relativa do ar controladas (18-



51

22 °C e 40-60%, respectivamente), e mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 horas. Os
animais receberam racéo especifica para a espécie e agua ad libitum durante todo o

periodo experimental.

3.2.3 Grupos experimentais
Os animais foram divididos em quatro grupos com oito animais cada:

* Grupo CO (controle) (n=8): animais submetidos a administragdo do veiculo

soro fisiolégico 0,9% (NaCl 0,9%) por via i.p. durante sete semanas.

* Grupo CO+MLT (n=8): animais submetidos a administracdo de MLT por via

i.p. durante sete semanas.

* Grupo DEN (n=8): animais submetidos a administracdo de DEN duas vezes

por semana por via i.p. durante sete semanas.

* Grupo DEN+MLT (n=8): animais submetidos a administracdo de DEN, duas
vezes por semana por via i.p. durante sete semanas. Nesse grupo, o tratamento com
MLT foi administrado diariamente a partir da quinta semana de experimento até a

sétima semana por via i.p.

3.2.4 Procedimentos experimentais

3.2.4.1 Peso dos animais

A avaliagdo do peso dos animais durante o experimento foi realizada
semanalmente por meio de pesagem em balanca analitica. Os valores de peso
(gramas) de cada animal foram utilizados para o célculo das doses de MLT, DEN e de

anestésico.

3.2.4.2 Administragéo da melatonina

A MLT (SIGMA Chemical Co St Louis, Mo) foi calculada e diluida a uma dose de
20 mg/Kg de peso corporal em 5 yL(microlitros) de etanol absoluto e 500 uL de NaCl

0,9%. Foi administrada por via i.p. da quinta até a sétima semana do experimento,
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sempre as 19h, nos animais dos grupos CO+MLT e DEN+MLT, e estando os animais
protegidos da luz (Bona et al., 2014).

3.2.4.3 Desenvolvimento do modelo experimental

Foi utilizado fenobarbital na concentragéo de 0,3 g/L. Ele foi, adicionado a agua
de beber dos animais sete dias antes da primeira administragdo de DEN e,
posteriormente, todos os dias até o final do experimento, com o objetivo de causar a
indugao enzimatica e diminuir o tempo necessario para o desenvolvimento da cirrose.
A cada trés dias, foram lavadas as mamadeiras e preparado novo fenobarbital (Li et
al., 2012; Bona et al., 2014).

Foi utilizado DEN (SIGMA Chemical Co St Louis, Mo — cddigo N0258), com
peso molecular 102,14 g/mol. O DEN foi diluido em NaCl (0,9%) na concentracdo de
50 mg/kg de peso do animal. O grupo DEN e DEN+MLT recebeu a substancia diluida
por via i.p. duas vezes por semana, durante sete semanas (Bona et al., 2014) (Figura
21).

Modelo Experimental

0 1" semana 2" semana 3" semana 4" semana 3* semana G'semana  7*semana

Fenobarbital (0.3 g L na agua de beber |

< DEN 1p (30mgkg) 2x/'semana (Segundas ¢ quintas) >

Melatonina 1 p (20mg Kg)diariamente
M
Figura 21 - Delineamento experimental.
Fonte: Bona et al., 2014.
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3.2.4.4 Morte dos animais e obtencdo das amostras

As mortes dos animais ocorreram na sétima semana apés 12 horas de jejum,
momento em que os animais foram anestesiados com Cloridrato de Cetamina (100
mg/Kg de peso corporal) e Cloridrato de Xilazina 2% (50 mg/Kg de peso corporal) por
via i.p. Foirealizada a tricotomia da regido abdominal, seguida de laparotomia ventral
média. Apds a remocdao do figado, ele foi pesado e avaliado em seus aspectos fisicos,
como cor, textura e consisténcia. A coleta de sangue foi feita por meio de puncao
cardiaca, sendo coletado em torno de 3 ml de sangue, o qual foi transferido
imediatamente para um frasco devidamente preparado para posteriores analises
séricas. O tecido hepético foi dissecado e armazenado parte em formalina tamponada
a 10% (para posterior analise histoldgica) e parte a -80 °C (para posteriores andlises
bioquimicas e moleculares). Por fim, os animais foram eutanasiados por
exsanguinacdo sob anestesia. As carcacas dos animais foram acondicionadas em
embalagens especificas para o descarte e mantidas em freezer até o recolhimento
para incineracdo, conforme os protocolos de rotina da Unidade de Experimentacao

Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3.3 ANALISES

3.3.1 Avaliac@es histoldgicas

Para a andlise histolégica, inicialmente o figado foi dissecado e
aproximadamente 2 cm foi retirado do figado cada animal. Essas amostras foram
imersas em formalina tamponada a 10% e encaminhadas ao Servi¢o de Patologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, onde ficaram 24 horas para fixacao. A seguir, as
amostras passaram por uma série graduada de etanol, seguida de dois banhos de
xilol, e foram incluidas em parafina a 64°C. Os blocos de parafina resultantes foram
fixados ao Micrétomo (Leitz® 1512) e cortados em laminas na espessura de 3 micras
(3u). Na etapa de coloracgéo, as laminas foram colocadas em banho histolégico a 50°C
e, a seguir, foram imersas em cubas contendo o corante HE ou Picrosirius durante 5
minutos em cada coloracao. Apés laminas foram lavadas em agua corrente e, a segulir,
passaram por trés recipientes com alcool absoluto e por mais dois com xilol. Na

préxima etapa, foi colocada uma laminula sobre cada lamina, a qual foram fixadas
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com Balsamo do Canada ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparacao.
As laminas foram examinadas por um patologista que desconhecia a alocagao dos
grupos. Nao utilizamos para essas analises o grupo CO+MLT, uma vez que trabalhos
anteriores verificaram semelhancas com o grupo CO. As laminas foram fotografadas
e analisadas em microscopio binocular Nikon Labophot com aumento de 100x e 200x,
por um patologista que desconhecia 0s grupos estabelecidos no delineamento
experimental do Servi¢o de Patologia do HCPA. Foi utilizado score para determinar o
grau de lesdo nas histologias coradas por meio das técnicas de HE e Picrosirius
(Tabela 2):

Tabela 2 - Score indicando o grau de lesdo presente nas laminas histologicas

Score para coloragédo HE Score para coloragao Picrosirius
Auséncia de dano 0 Ausente GO
Dano leve 1 Fibrose espaco porta Gl
Dano moderado 2 Fibrose com septos G2
Dano acentuado 3 Esboca nodulos G3

Nodulos G4

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2 Avaliacfes bioquimicas

3.3.2.1 Enzimas de integridade hepatica

As analises dos niveis séricos de ALT (U/L) e AST (U/L) foram determinadas
pelo teste cinético ultravioleta. A FA (U/L) foi quantificada pelo teste colorimétrico
cinético. Os niveis dessas enzimas foram medidos utilizando métodos laboratoriais de
rotina do Hospital de Clinicas de Porto Alegre por meio de método enzimatico

automatizado (Siemens Advia 1800 Chemistry system).

3.3.2.2 Preparagéao do homogeneizado

ApoOs a retirada do figado de cada animal, cada amostra devidamente

identificada, pesada e armazenada em freezer a -80 °C. Posteriormente, foram
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adicionados a cada amostra 9 ml de solucdo cloreto de potéssio (KCI 1,15%) por
grama de tecido e, a seguir, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) na concentracéo de
100 mM (milimol) em isopropanol (10 pyl PMSF / mL de KCI). O tecido foi
homogeneizado em Ultra-Turrax (IKA-WERK) durante 30 a 40 segundos em
temperatura de 0 a -4 °C, sendo, a seguir, centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm em
centrifuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superseed Centrifuge). O
precipitado foi desprezado, e 0 sobrenadante foi removido e congelado em freezer a

— 80 °C para posteriores analises bioguimicas (Llesuy et al., 1985).

3.3.2.3 Quantificacao de proteinas

A concentragdo de proteinas no homogeneizado de figado foi
determinada utilizando o método Bradford (1976). Assim, foi utilizada uma curva de
albumina bovina (SIGMA) como padrdo, bem como reagente de Bradford, que
consiste no corante Coomassie Briliant blue BG 250. Esse método é baseado na
interacdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém
aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reagao, a interagao
entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca uma mudang¢a no
maximo de absorgcédo do corante de 465 para 595 nm (nanémetros). Sendo assim as
amostras foram mensuradas em espectrofotdmetro a 595 nm e os valores foram
expressos em mg/mL. Esses valores foram utilizados para calcular, posteriormente, o

TBARS e os valores das enzimas antioxidantes (Bradford, 1976).

3.3.2.4 Técnica das substancias que reagem ao acido tiobarbittrico (TBARS)

Com o intuito de avaliar a LPO nos grupos presentes neste estudo, utilizamos
0 método de substancias reativas ao acido tiobarbitirico. As amostras
homogeneizadas de figado foram colocadas em tubos de ensaio com uma mistura de
acido tricloroacético (TCA) 10% e acido tiobarbitdrico (TBA) 0,67%. A seguir, as
amostras foram aquecidas em banho-maria por 15 minutos e resfriadas em gelo por
aproximadamente 5 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1,5 mL de &lcool n-
butilico para a extracdo do pigmento formado. O aparecimento da coloragdo ocorre
devido a presenca do malondialdeido e outras substancias provenientes da LPO no

material biologico. As amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 3000 rpm.
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O sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pocos, e sua absorbancia foi
determinada por espectrofotometria a 535 nm, sendo os resultados expressos em

nmol/mg (nanomol/mg) de proteina (Buege e Aust, 1978).

3.3.3 AvaliagGes moleculares

3.3.3.1 Western Blot

As amostras foram incubadas a 100 °C utilizando H20, tris/HCI, DTT e azul de
bromofenol. Foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida. Depois de
separadas, as proteinas foram transferidas para uma membrana de polifluoreto de
vinilideno (PVDF) e colocadas em solugéo de bloqueio. A membrana foi incubada
overnight a 4 °C com anticorpo primario especifico para as seguintes proteinas: SOD,
a-SMA (42kDa), INOS (131kDa) e NFxB/p65 (65kDa). Apos esse periodo, foi lavada
com PBS-Tween e incubada com anticorpo secundario especifico para cada proteina.
A deteccdo das proteinas foi realizada por quimiluminescéncia utilizando um kit
comercial ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK). Para a analise
densitométrica foi utilizado o aparelho L-Pix Chemi molecular image e o software
Locus Biotecnologia L-PIX Image. Para as avaliagdes moleculares foram utilizadas
amostras dos grupos CO, DEN e DEN+MLT. O grupo CO+MLT néo foi avaliado, pois,
em analises anteriores, ndo foram observadas diferencas entre esse grupo e o grupo

CO. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias.

3.3.4 Danos ao DNA

3.3.4.1 Ensaio cometa

A avaliagdo dos danos as bases de DNA foi realizada por meio da versao
alcalina do EC descrita por Tice et al. (2000), com pequenas modificagcbes em
amostras do figado. As amostras do figado foram transferidas para uma solugéo salina
tamponada pH 7,4. Aliquotas de 5 pl das amostras (suspenséo celular de tecidos)
foram misturadas com uma fina camada de agarose de baixo ponto de fusdo a 0,75%

(95 ul) e colocadas sobre laminas pré-revestidas com agarose normal a 1,5%. Em
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seguida, essas laminas foram mergulhadas em uma solucao de lise (2,5 M NaCl, 100
mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adi¢&o de 1% Triton X-100 e 10% DMSO na hora
do uso) por, no minimo, 1 hora e, no maximo, 72 horas a 4° C para o rompimento das
membranas celulares. A lise celular permitiu a migracdo dos fragmentos de DNA,
realizada por eletroforese (corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15
minutos), apos a incubacao das laminas em tampao alcalino (300 mM NaOH e 1 mM
EDTA, pH > 13) por 20 minutos. As laminas foram, entdo, neutralizadas logo apos a
eletroforese com tampéo Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com solucdo de prata. Os
resultados foram relatados como indice de dano (ID) e frequéncia de dano (FD). O ID
foi obtido por avaliacao visual das classes de dano (de 0 a 4) por meio da extragao de
um indice que expressa o0 dano geral sofrido por uma populacédo de células (50 células
por lamina em duplicata). O ID pode variar de 0 (nenhum dano = 100 células x classe
0) a 400 (dano maximo = 100 células x classe 4). A FD foi calculada pelo nimero de
células com cauda (classes 1, 2, 3 e 4) versus sem cauda (classe 0) (Picada et al.,
2003).

3.3.4.2 Teste de Micronucleos

O teste de MN também avaliou os danos as bases de DNA, sendo utilizado o
procedimento padrao, descrito por Mavournin e colaboradores em 1990 e por Picada
et al. em 1997. Apés a eutanasia, amostras de medula éssea foram coletadas de
ambos os fémures. A extremidade final proximal de cada fémur foi cortada para expor
o canal da medula. A medula foi extraida por meio de puncdo, com uma agulha
histoldgica, e misturada a uma gota de soro fetal bovino. Com o auxilio de uma
espatula curva, a amostra de medula 6ssea foi homogeneizada no soro, obtendo-se
uma suspensdo de células. Foi realizado esfregaco da suspensdo celular sobre
laminas de microscopia. Foram preparadas duas laminas por animal (Mavournin et al.,
1990). Apés a etapa de secagem da preparacao, que durou aproximadamente 30
minutos, as laminas foram tratadas com metanol a temperatura ambiente durante 10
minutos para a fixagdo do material biol6gico. Apos secagem por 30 minutos, foi
realizada a coloragao utilizando o corante de Giemsa (Merck) em tampé&o fosfato 0,2
M, pH 5,8 (proporcdo de 1:9). ApGs sete minutos nessa solucdo de coloracéo, as
laminas foram enxaguadas em agua destilada, secas e guardadas em caixas de

laminas para posterior analise. Para contagem dos eritrGcitos normocromaticos
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(ENC), eritrocitos policroméaticos (EPC) e micronucleos no EPC foi utilizado
microscépio Otico com objetiva de imersdo. Aproximadamente 2000 EPC foram
analisados por animal. A relacdo EPC/ENC também foi determinada pela avaliacdo
da frequéncia de EPC em 1000 eritrécitos de cada animal (Mavournin et al., 1990;
Picada et al., 1997).

3.3.5 Andlise Estatistica
Os dados foram previamente tratados para verificar a normalidade.

Para as andlises estatisticas dos dados foram utilizados a analise de variancia
ANOVA de uma via seguida do teste Student-Newman-Keuls no programa GraphPad

Instat 3.0.

Para avaliacdo do EC e do teste de MN foi utilizada a ANOVA de uma via,
seguida do teste de Tukey para multiplas comparacdes, utilizando o programa SPSS

versao 17.0.

Todos os dados foram expressos por meio da média + erro padrdo, sendo

considerados significativos os valores de p<0,05.



4 RESULTADOS

4.1 PESO DOS ANIMAIS

No final do experimento, o grupo DEN apresentou um ganho de peso menor do
que o apresentado pelos os demais grupos. No grupo DEN+MLT, observou-se um

ganho de peso maior do que o apresentado no grupo DEN (figura 22).
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Figura 22 - Avaliacdo do ganho de peso observado ao final do experimento nos diferentes grupos
experimentais (n=8). Os dados séo expressos como média + erro-padrdo. * O grupo DEN apresentou
peso final maior do que o seu peso inicial. Porém, quando comparado ao ganho de peso dos animais
dos demais grupos, esse ganho foi menor (p<0,05). # Os animais do grupo DEN +MLT apresentaram
uma média de ganho de peso ao final maior do que a do grupo DEN (p<0,05). CO: Controle; CO+MLT:
Controle + Melatonina; DEN: Dietilnitrosamina; DEN+MLT: Dietilnitrosamina + Melatonina.

4.2 ASPECTOS HISTOLOGICOS

A andlise histoldgica do tecido hepatico foi realizada através das coloracfes
por Hematoxilina e Eosina (HE) e Picrosirius.

Na analise histolégica pela coloracdo HE (Figura 23), o grupo CO revelou
parénquima hepatico normal, com cordfdes de hepatdcitos claramente definidos. No
grupo DEN, houve desorganizacdo tecidual e infiltrado inflamatorio, com arranjo
nodular confirmando cirrose. No grupo cirrético tratado com MLT (DEN+MLT),
observou-se regressao do padréo nodular e dos septos fibroticos, apresentando o

grupo DEN+MLT um padréo semelhante ao encontrado no grupo CO.
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DEN DEN+MLT

Figura 23 - Andlise histoldgica do tecido hepatico nos diferentes grupos experimentais (n=8). Coloracéo
HE, ampliacdo de 100x (CO) e 200x (DEN e DEN+MLT). A seta vermelha indica a presenca de infiltrado
inflamatério e seta preta, nédulos fibréticos. * Diferenca significativa entre os grupos DEN e CO. #
Diferenca significativa entre os grupos DEN+MLT e DEN. CO: Controle; DEN: Dietilnitrosamina;
DEN+MLT: Dietilnitrosamina + Melatonina.

A avaliacdo da fibrose hepatica em cortes corados com Picrosirius revelou
auséncia de septos fibréticos no grupo controle (CO). Nos animais submetidos a DEN,
houve marcacéo positiva consistente, com a presenca de septos fibroticos formando
nédulos. Com o tratamento MLT (DEN+MLT), ocorre a diminuigdo da fibrose (Figura
24).
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Figura 24 - Analise histologica do tecido hepatico nos diferentes grupos experimentais (n=8). Coloracéo
com Picrosirius, aumento de 100x (CO) e 200x (DEN e DEN+MLT). As setas em preto representam 0s
septos fibroéticos. * Diferenca significativa entre os grupos DEN e CO. # Diferenca significativa entre os

grupos DEN+MLT e DEN. CO: Controle; DEN: Dietilnitrosamina; DEN+MLT: Dietilnitrosamina +
Melatonina.

4.3 ENZIMAS DE INTEGRIDADE HEPATICA

A avaliagao da integridade do figado incluiu a determinagao da atividade das
enzimas séricas AST, ALT e FA. As enzimas hepaticas foram significativamente
aumentadas no grupo DEN em comparagdo com as dos grupos controles CO e
CO+MLT (ALT e FAp<0,01; AST p<0,05). Além disso, houve uma redugéo significativa
desses valores no grupo DEN+MLT em comparagéo com os do grupo DEN (ALT e FA
p<0,01; AST p<0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Niveis plasmaticos das enzimas de integridade hepatica nos diferentes
grupos experimentais.

CO CO+MLT DEN DEN+MLT p

ALT(UL) 49,67+0,51 42,25+1,13 96,75+1,65* 65,33+3,98% <0,01
AST(uL)  115,67+5,87 114,33+4,10 226,33+6,50* 157,20+3,02*  <0,05
FA (uL) 91,67+2,69 70,00%1,78 257,25+5 48* 162,67+10,71* <0,01

Todas as concentragfes sdo expressas como média + erro-padréo (n=8). * Diferenca significativa entre
os grupos DEN e os grupos controle (CO e CO+MLT). # Diferenca significativa entre os grupos
DEN+MLT e DEN. EP: erro padrdo. CO: Controle; CO + MLT: Controle+melatonina; DEN:
Dietilnitrosamina; DEN+MLT: Dietilnitrosamina + melatonina.

4.4 AVALIACAO DA LIPOPEROXIDACAO POR TBARS

Ao avaliar a LPO por meio da técnica da substancia reativa ao acido
tiobarbittrico (TBARS), foi observado um aumento significativo nos marcadores de
LPO no grupo DEN em comparacdo com os marcadores nos grupos CO e CO+ MLT
(p<0,05). A administracdo de MLT nos animais do grupo DEN+MLT diminuiu
significativamente os danos nesse grupo quando comparados aos do grupo DEN
(p<0,05), apresentando o grupo DEN+MLT valores semelhantes aos do grupo CO
(Figura 25).
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Figura 25 - Avaliacdo da LPO nos diferentes grupos experlmentals (n=8). Todos os resultados séo
expressos como média + erro-padrédo. * Diferenca significativa entre os grupos DEN e controle (CO e
CO+MLT) (p<0,05). # Diferenca significativa entre os grupos DEN+MLT e DEN (p<0,05). CO: Controle;
CO+MLT: Controle+Melatonina; DEN: Dietilnitrosamina; DEN+MLT: Dietilnitrosamina+Melatonina.
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4.5 ANALISE DA EXPRESSAO DA ENZIMA ANTIOXIDANTE SOD

A expressao da SOD reduziu significativamente em animais do grupo DEN em
comparacao com os animais do grupo CO (p<0,05). Além disso, aumentou de forma
significativa (p<0,05) no grupo DEN+MLT em comparacéo com o grupo DEN de forma

significativa (Figura 26).
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Figura 26 - Efeitos da administracdo da DEN na expressdo da enzima SOD. A: Analise por Western
Blot da SOD e B-actina. B: Imagem representativa do Western Blot. Valores arbitrarios expressos em
média * erro-padrdo. * Diferenca significativa na expressdo da SOD entre os grupos DEN e CO
(p<0,05). # Diferenca significativa entre os grupos DEN+MLT e DEN (p<0,05). CO: Controle; DEN:
Dietilnitrosamina; DEN+MLT: Dietilnitrosamina+Melatonina.

4.6 ANALISE DA EXPRESSAO DA a-SMA

A analise da expressao da ao-SMA mostrou que ocorreu um aumento
significativo da expressao da a-SMA (p<0,05) no grupo DEN em comparagdo com o
grupo controle. Quando acrescentamos MLT ao grupo cirrose induzido por DEN
(DEN+MLT), identificamos uma diminuic&o significativa da expressédo dessa proteina
no grupo DEN+MLT em comparacdo com o grupo DEN (p<0,05) (Figura 27).
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Figura 27 - Andlise por Western Blot da a-SMA. A: As frag8es citoplasmaticas foram analisadas com
o anticorpo a-SMA e gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPDH). B: Imagem representativa do
Western Blot. Valores arbitrarios expressos em média + erro-padrdo. * Grupo DEN versus grupo CO
p<0,05. # Grupo DEN+MLT versus grupo DEN p<0,05. CO: Controle; DEN: Dietilnitrosamina;
DEN+MLT: Dietilnitrosamina+Melatonina.

4.7 ANALISE DA EXPRESSAO DA iNOS

A andlise da expressdo da INOS demonstra que os animais do grupo DEN
tiveram expressao de iNOS significativamente aumentada quando comparados com
0s animais dos grupos controle. Quando acrescentamos MLT ao grupo submetido a
DEN (DEN+MLT), observamos uma diminuicdo significativa na expressdo dessa

proteina em comparacao com o grupo DEN (p<0,05) (Figura 28).
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Figura 28 - Andlise por Western Blot do oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) A: Os anticorpos
citoplasmaticos foram analisados com iINOS e B-actina. B: Imagem representativa do Western Blot.
Valores arbitrarios expressos em média * erro-padrédo. * Grupo DEN versus outros grupos p<0,05. #
Grupo DEN+MLT versus outros grupos p<0,05. CO: Controle; DEN: Dietilnitrosamina; DEN+MLT:
Dietilnitrosamina+Melatonina.

4.8 ANALISE DA EXPRESSAO DO NFkB/p65

Para analisar o processo inflamatorio, foi utilizada a expressao de NFkB/p65 no
extrato nuclear. Os animais do grupo DEN tiveram expressdao de NFkB/p65
significativamente aumentada quando comparados com 0s animais dos grupos
controle. Quando acrescentamos MLT ao grupo submetido a DEN (DEN+MLT),
observamos uma diminuicdo significativa na expressdo dessa proteina em

comparacgao com o grupo DEN (p<0,05) (Figura 29).
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Figura 29 - Analise por Western Blot da NF«kB/p65. A: As frages nucleares com NFkB/p65. B: Imagem
representativa do Western Blot. Valores arbitrarios expressos em média + erro-padréo. * Grupo DEN
versus outros grupos p<0,05. # DEN+MLT versus outros grupos p<0,05. CO: Controle; DEN:
Dietilnitrosamina; DEN+MLT: Dietilnitrosamina+Melatonina.

4.9 ENSAIO COMETA

Na avaliacdo do dano ao DNA por meio do ensaio cometa, foi observado um
aumento significativo no indice e na frequéncia de danos no grupo DEN em
comparagcdo com os grupos CO e CO+MLT (p<0,001). No grupo tratado com
melatonina (DEN+MLT), foi observada uma reducéo significativa no indice de danos
quando em comparagédo com o grupo DEN (p<0,01) e uma reducao significativa na
frequéncia de danos no grupo DEN+MLT em comparacao com o grupo DEN (p<0,05)
(Figura 30).
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Figura 30 - Avaliacdo de danos ao DNA — Ensaio cometa (n=8). (A) indice de danos (B) Frequéncia de
danos. *** Diferenca significativa do grupo DEN em relacéo aos grupos controle (CO e CO+MLT) no
indice de dano (p<0,001). ** Diferenca significativa do grupo DEN em relag&o aos grupos controle (CO
e CO+MLT) na frequéncia de dano (p<0,01). * Diferen¢a do grupo DEN+MLT em relacéo ao grupo DEN
no indice e na frequéncia de dano (p<0,05). CO: Controle; CO+MLT: Controle+Melatonina; DEN:
Dietilnitrosamina; DEN+MLT: Dietilnitrosamina+Melatonina.

4.10 TESTE DE MICRONUCLEOS

Na avaliacdo do dano ao DNA, por meio do teste de MN, ndo houve alteracao
significativa ao comparar o grupo DEN com os grupos controles (CO e CO+MLT). No
grupo tratado com MLT (DEN+MLT), também néo foi observada uma reducao
significativa no indice de danos ao comparar o grupo DEN+MLT ao grupo DEN
(p>0,05) (Figura 31).

MN/1000 células
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Figura 31 - Andlise de danos ao DNA - Teste de micronlcleos (n=8). N&do houve diferenca significativa
entre os grupos (p>0,05) CO: Controle; CO+MLT: Controle+melatonina; DEN Dietilnitrosamina;
DEN+MLT: Dietilnitrosamina + Melatonina.



5 DISCUSSAO

As doencgas hepéticas representam um dos maiores problemas de saude
publica no mundo. Nesse contexto, a cirrose é o principal tipo de doenca inflamatoria
cronica do figado, resultando na destruicdo do parénquima hepatico e na sua
substituicdo por fibrose (Colares et al., 2016). A doenca hepatica cronica causa
destruicdo progressiva do parénquima hepético, acimulo de MEC, aumento da
sintese de colageno e incapacidade de promover a degradacdo da MEC. Esses

processos resultam em fibrose e em subsequente cirrose hepética (Bona et al., 2018).

O uso de DEN i.p. 50 mg/Kg semanalmente em ratos induz cirrose em 12
semanas (Molina-Aguilar et al., 2017). O nosso estudo utilizou fenobarbital na agua
de beber sete dias antes da primeira utilizacdo de DEN até o final do experimento para
inducdo enzimatica (CITP450), contribuindo para o estabelecimento de cirrose em
sete semanas, 0 que resultou em beneficios econdmicos e éticos para o modelo
experimental do estudo (BONA et al., 2014; Schulien e Hasselblatt, 2021).

A desnutricdo proteico-caldrica é uma complicacdo da cirrose caracterizada
pela perda de peso de massa magra e gordurosa. Os animais que receberam DEN
diminuiram de peso quando comparados aos animais dos demais grupos. Os animais
tratados com MLT, por sua vez, tiveram aumento de peso no final do experimento.
Estudos de Sharma et al. (2019), Molina-Aguilar et al. (2017) e Rosa et al. (2021)
atribuem a perda de peso corporal nos ratos a alteracdo severa da funcao hepatica

desencadeada por DEN.

As provas de integridade hepatica foram avaliadas ap0s sete semanas por
meio da determinacao da atividade enzimética das aminotransferases (AST e ALT) e
da enzima canalicular fosfatase alcalina (FA). O aumento significativo da atividade
dessas enzimas provavelmente decorre de danos as membranas dos hepatdcitos,
com alteracdo da sua permeabilidade, e/ou de lesdo celular aguda com
extravasamento enzimatico, conforme Latief et al. (2019) e Oleshchuk et al. (2019). A
lesdo, nesse modelo, ocorre como consequéncia do dano oxidativo provocado pela
formacdo de peroxidos lipidicos. Nos grupos tratados com MLT, houve diminuicdo
significativa das aminotransferases, com retorno a niveis semelhantes aos do grupo
controle, sugerindo acédo protetora da MLT contra o agente téxico DEN, o que
corrobora com o estudo de El-Magd, et al. (2019).
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A avaliacéo histolégica por meio da técnica por coloracdo de HE evidenciou, no
grupo exposto a DEN, desorganizacéo tecidual, com perda de cordfes de hepatdcitos,
presenca de infiltrado inflamatério e arranjo nodular. Achados semelhantes foram
observados por Kuznietsova (2020), que encontrou acumulo de tecido conjuntivo ao
redor dos tratos portais e septos bem desenvolvidos. A MLT, por causa de sua agao
antioxidante, diminuiu a fibrose do grupo DEN+MLT, como observado na Figura 23 e
no score de danos apresentados nessa figura.

A coloracdo de Picrosirius (Figura 24) evidenciou septos fibréticos formando
nédulos hepéaticos nos animais do grupo DEN. O uso de MLT causou reducéo
significativa na deposicéo de colageno, evidenciado pelo score apresentado na Figura
24 (Moreira et al., 2015; Sharma et al., 2019).

Existe uma variedade de meios pelos quais a MLT impede o dano oxidativo,
sendo eficaz na eliminacdo de uma variedade de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Além disso, a MLT modula um grande namero de enzimas antioxidantes,

levando a uma redugao no dano oxidativo (Reiter et al., 2016).

Estudos recentes mostraram que a MLT exdgena exerce seus efeitos
citoprotetores em diferentes modelos experimentais. Isso €, especialmente verdadeiro
para lesdes hepaticas agudas e crbnicas, que reduzem a proliferacdo de fibroblastos
e a sintese de colageno (Brzozowski e Jaworek, 2014; Mathes, 2010; Cruz et al.,
2005). A MLT protege o figado, bem como outros tecidos, agindo contra RL
produzidos. Além disso, ndo ha relatos, de toxicidade grave apds uso da MLT (Reiter
et al., 2002; El-Missiry et al., 2007; Rosa et al., 2021; Colares et al., 2022).

Testes preliminares em seres humanos revelaram que a MLT é eficaz na
prevencdo de colite ulcerativa, cancer do célon, doenca hepdatica gordurosa nao
alcoolica e nas complicacdes associadas a ressecc¢ao parcial do figado (Brzozowski e
Jaworek, 2014).

Podemos observar, na Figura 25, um aumento significativo nos marcadores de
LPO. Isso ficou evidenciado ao se comparar 0s hiveis de concentragdo citosolica de
malondealdeido entre os animais do grupo DEN e o0s animais dos grupos controle. As
reacoes de LPO aumentadas tém sido utilizadas como marcadores significativos de
dano oxidativo, ocorrendo pelo acimulo de ERO nos tecidos (Kujawska et al., 2016).

O aumento da producdo de ERO e LPO induz a liberacdo de citocinas fibrogénicas,
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afim de iniciar a produgdo de colageno por meio da ativagdo das células estreladas
hepaticas (CEHs) (Latief et al., 2019). No grupo DEN+MLT, ocorreu diminui¢ao
significativa de LPO por TBARS, em comparacdo com o grupo DEN. O estudo de
Oleshchuk (2019) em modelo de hepatite induzida por tetracloreto de carbono
demonstrou que o uso da MLT diminui a LPO medida por TBARS no figado. A acao
da MLT em impedir a continuidade da cadeia de reacdo da LPO € 10 vezes maior do
gue a da vitamina C (Bruck et al., 2004).

Para prevenir os danos sistémicos e hepaticos provocados pelo EO, o uso de
antioxidantes tem sido proposto como terapia alternativa e/ou como farmaco auxiliar

na terapéutica (Moreira et al., 2015).

A SOD é uma das principais enzimas que protegem os sistemas bioldgicos
contra os efeitos prejudiciais das ERO. Ela atua como primeira linha de defesa contra
0 EO, convertendo radicais superéxido em H202 e Oz (Ighodaro e Akinloye, 2018). A
reducdo na expressdo da SOD nos animais que receberam DEN demonstra um
consumo das defesas antioxidantes, contra o EO (Kujawska et al., 2016), o que pode
ocorrer em razao do aumento da utilizacdo da SOD para o processo de dismutacao
de anions superéxido gerados pela acdo da DEN. Nosso estudo demonstrou que 0s
animais tratados com MLT diminuiram a LPO e aumentaram os niveis de SOD,
apresentando valores semelhantes aos do grupo controle achados semelhantes aos
de Moreira et al. (2015).

Quando o EO e o processo inflamatério ndo séo interrompidos, temos um
estimulo para uma resposta fibrética que se torna irreversivel, com desarranjo do
parénquima e lesdo a funcao hepatica. Como consequéncia da injuria ao figado (pelos
xenobidticos, virus e reag¢des auto-imunes), as CEHs sdo ativadas, aumentando,
assim, a sintese de colageno e a expressao de algumas citocinas - aqui avaliadas -
com potentes estimulos as células para a sintese da matriz extracelular e consequente

aumento da fibrose.

A transducdo de sinais intracelulares leva a estimulagdo da a-SMA, um
indicador de ativagdo das CEHs. A a-SMA é um conhecido marcador de
miofibroblastos hepaticos que tem um papel na producédo de proteinas contrateis,
conforme observado, nesse estudo, na analise histoldgica e evidenciado pelo arranjo

nodular e por septos fibréticos.
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A MLT diminuiu significativamente a expresséo da a -SMA (Figura 27) e reduziu
a fibrose, conforme observado pela formacdo de septos incompletos de fibrose e
nédulos na avaliagéo pela coloragédo de Picrosirius (Figura 24) (Moreira et al., 2015;
Bona et al., 2018; Sharma et al., 2019).

A DEN induz dano oxidativo que estimula a fosforilacdo do IKB e libera NFkB
na porcéo p65 para atuar no nucleo e estimular a transcricdo de genes responsaveis
na producao e secrecao de citocinas pro-inflamatorias relacionadas na promocéo da
fibrose.

Neste estudo, a DEN induziu a fosforilacdo do IKB com base no aumento da

expressao nuclear de NFkB/p65 e no concomitante aumento na expressao da iNOS.

No presente estudo, a expressdo de INOS no extrato citoplasmatico e a
expressdo de NFkB/p65 no extrato nuclear apresentaram aumento nos animais
cirrticos e expressdo diminuida desses parametros em animais tratados com MLT.

A regulacao do sono € considerada a principal funcdo da MLT, mas n&o a Unica.
Estudos experimentais e clinicos mostram que a MLT possui potente efeito
antioxidante, significativa atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora (Reiter et al.,
2013; Mauriz et al., 2013; Carrillo-Vico et al., 2005) e propriedades oncostaticas
(Srinivasan et al., 2011; Acufa-Castroviejo et al., 2014), além de modular varios
fatores de transcricdo, entre eles, o NFkB (Palomo, 2013; Markus, Cecon e Pires-
Lapa, 2013; Ostrycharz et al., 2020).

O aumento da expressdo de INOS e NF«B/p65 esta relacionado a processos
inflamatoérios agudos e cronicos. Observamos, com nossos resultados, o papel da
MLT no controle do processo inflamatdrio e na regulacdo da expresséo da proteina
NFkB/p65, achados que corroboram com os de Bona et al. (2018), que observaram
menor expressao de INOS e NFxB/p65 em animais tratados com MLT no modelo

experimental de cirrose induzido por tetracloreto de carbono em ratos.

No presente estudo a MLT reduziu significativamente a expressao do NFxB/p65
(Figura 29) e reduziu o processo inflamatério evidenciado pelo decréscimo na
expressdo da INOS (Figura 28). Dessa forma, a MLT atuou como agente anti-

inflamatorio.
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Na analise histoldgica, por coloracdo de HE, observamos que a MLT reduziu o
infiltrado inflamatério e regenerou o tecido hepatico, sugerindo um efeito hepato
protetor da MLT.

O modelo de DEN leva ao aumento de ERO induzindo a oxidacdo do DNA,
sendo a principal causa da desregulacdo genémica (Tice et al., 2000; Picada et al.,
2003). Ao observar o grupo DEN na Figura 30, percebe-se que a cirrose exibe um
aumento de danos ao DNA, sugerindo uma instabilidade gendmica, avaliada pelo

ensaio cometa.

Liu, R. et al. (2013), por meio do EC demonstraram, em seu estudo, que células
pré-tratadas com MLT apresentaram uma reducdo nos danos ao DNA, em
comparacao com células nédo tratadas com MLT apOs exposicdo ao mutagénico
(metilmetoxissulfonato). Neste estudo, analisado pelo ensaio cometa, observou-se
que a MLT reduziu tanto o indice quanto a frequéncia de dano ao DNA em animais
submetidos a DEN, sendo capaz de prevenir danos genotéxicos, bem como preveniu
a quebra de fitas de DNA e a oxidacdo de bases de DNA. O EC demonstrou a

capacidade da MLT em proteger o material genético.

Nossos resultados corroboram com o estudo de Moreira et al. (2015), que
utilizou o modelo experimental de carcinoma hepatocelular induzido por DEN e
demonstrou uma reducédo no indice e na frequéncia de dano nos grupos tratados com
MLT, possivelmente devido a capacidade antioxidante da MLT de regular varios genes
envolvidos nas vias de reparo do DNA, reduzindo o dano oxidativo, 0 processo

inflamatério e o dano ao parénquima hepatico confirmado pela histologia.

A presenca de MN em células em divisdo indica o dano gendmico sem
possibilidade de reparo (Carrard et al., 2007; Miguel et al., 2022). Damiani et al. (2020)
observaram que a suplementacdo com MLT é associada a baixos indice e frequéncia
de dano ao DNA quando avaliados por MN em camundongos Swiss. No presente
estudo, ndo foram observadas alteracdes, no grupo DEN e DEN+MLT, na frequéncia
e no indice de danos, portanto ndo houve nenhuma atividade mutagénica com o uso
da MLT (Figura 31).

O uso de drogas que tenham acédo no figado, impedindo que ocorram

alteracdes moleculares, inflamatorias e danos celulares é a meta das investigacbes
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translacionais, que visam o uso de substancias antioxidantes, as quais podem impedir

a evolucao de doencgas cronicas.

Os modelos experimentais de cirrose sao ideais para verificar a agdo da MLT
em varias fases da fisiopatogenia evolutiva da fibrose, impedindo sua cronificacéo e,
inclusive, diminuindo-a. Os medicamentos que impedem a evolugao da cirrose podem
ser (teis no tratamento dessa doenca crénica nas fases iniciais, diminuindo suas

complicacBes e impedindo o tratamento final, que € o transplante hepatico.



6 CONCLUSAO

Conclui-se com esse trabalho que:

v" O modelo de cirrose hepatica induzida por DEN foi eficaz e a MLT restaurou

as provas de integridade hepatica (ALT, AST e FA).

v" A MLT restaurou o parénquima hepatico, diminuindo a fibrose hepatica e,
consequentemente, os ndédulos instalados, o que ficou evidenciado pela

diminuicao na expressao de a-SMA.
v" A MLT diminuiu a LPO e aumentou a atividade da enzima antioxidante SOD.

v" A MLT diminuiu o processo inflamatério, a julgar pela diminuigdo dos niveis de
iINOS e NFkB.

v" AMLT diminuiu os danos ao DNA, o que ficou evidenciado pelo ensaio cometa.

Nossos resultados sugerem que o uso de MLT, nesse modelo experimental, foi
eficaz e pode ser um potencial tratamento, necessitando, entretanto, maiores estudos

clinicos no futuro.



7 CONSIDERACOES FINAIS

A cirrose € a via comum final do processo de fibrose hepatica. Ela provoca
formacéao difusa de nodulos e capilarizacdo dos sinusoides hepaticos, com formacéo
de shunts vasculares e regeneracdo anarquica do parénquima hepatico. Até pouco
tempo, era considerada irreversivel. No entanto, novos estudos vém demonstrando
gue ha meios de impedir a progressdo do processo fibrogénico e, até mesmo, de

regredi-lo.

Dados do presente estudo corroboram com as afirmacdes prévias de que a
MLT tem um grande potencial antioxidante, anti-inflamatorio e anti-fibrogénico.

Esperamos que o atual estudo contribua elucidando o conhecimento das vias
de sinalizacéo e o estabelecimento do EO, da inflamacéo e da formacéao de fibrose

hepatica.



8 PERSPECTIVAS FUTURAS

O impacto de um novo estudo na aplicacao de novas terapias muitas vezes nao
acompanha a pesquisa biomédica translacional. Porém acreditamos que estudos
adicionais para a translagao do conhecimento obtido com esse estudo resulte em uma
aplicabilidade real, como um novo conceito terapéutico, e proporcione beneficios
diretos aos pacientes. Porém, mais estudos a longo prazo necessitam ser feitos

para melhor elucidacao da relacdo entre os eventos aqui descritos.

Na continuidade ao estudo, serdo avaliados marcadores envolvidos no estresse
de reticulo endoplasmatico e nas proteinas de choque térmico. Assim, sera possivel
estreitar o eixo bancada experimental e o leito hospitalar, propiciando uma pesquisa

translacional.
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ANEXOS

ANEXO A: Carta de aprovacao do Projeto pelo Comité de ética em Pesquisa.

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A Comissdo de Elica no Uso de Animais (CEUA/HCFA) analisou o projeto:

Projeto: 160028
Data da Versdio do Projeto:  05/04/2016

Pesquisadores:

RORMA ANAIR POSSA MARRONI
ELIFANGELA GOMGALVES SCHEMITT
SILW1A BOMA,

Titule:  Agdo da melatonina sobre a cirrose hepética induzida por dietilnitrosamina

Este projeto fol APROVADD em seus aspectos dticos e metodoldgicos de acordo com as Diretrizes &
Mormas Maclionals @ Internacionais, especialmenta a Lei 11.794 de 08M10/2008, gue estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais.

- Os membros da CEUA/HCPA n3o pariciparam do processo de avallagio de projetos onde constam
Comao pesquisadores,

- Toda e qualquer alterag®o do Projeto deverd ser comunicada a CEUA/HCPA.

- O pesquisador deverd apresantar ralaldrios semestrais de acompanhamento e relatdrio final ao
CEUAHCPA,

Porto Alegre, 13 de abrl de 2016

Coordenador CE
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