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RESUMO

A Sindrome Hepatopulmonar (SHP) caracteriza-se pela presenca da doenga hepatica,
anormalidades nas trocas gasosas e dilatagdes vasculares pulmonares. O modelo experimental
de Ligadura de Ducto Biliar (LDB) ¢ capaz de simular a cirrose hepatica e a SHP. Métodos:
14 ratos machos wistar foram divididos em quatro grupos: 1-Grupo Sham: simulagdo da
cirurgia de LDB + NaCl 0,9%; 2- Grupo LDB: LDB + NaCl 0,9%; 3- Grupo Sham + MEL.:
Sham + Melatonina (20mg/kg); 4- Grupo LDB+ MEL. Foram realizadas a histologia
pulmonar e hepatica pela coloracdo de Hematoxilina-Eosina, € a histologia pulmonar pela
técnica de picrosirius. A lipoperoxidagdo pulmonar foi avaliada pelo método das substancias
que reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS). A atividade enzimatica antioxidante pulmonar
foi avaliada pela analise da Catalase (CAT) e Glutationa-S-Transferase (GST). Realizou-se a
Gasometria Arterial (PaO2, PaCO2 e Sa02), e foi quantificado o Oz alveolar (PAO2) e a
Diferenca Alveolo-arterial de O (D(A-a)O2). Também foi realizada o calculo da divisdo do
peso pulmonar pelo peso corporal para a obtencdo da Relagdo peso pulmonar/ peso corporal
(%). Resultados: A histologia confirmou a cirrose hepatica e vasodilatacdo pulmonar no
grupo LDB, bem como a fibrose pulmonar pela coloragao de pricrosirius. Ocorreu melhora da
vasodilatacdo e fibrose pulmonar no grupo LDB+MEL em relagdo ao LDB. O TBARS (Sham
0.38+0.09; Sham+MEL 0.37+0.15; LDB 0.83+0.13; LDB+MEL 0.5+0.08) ¢ a atividade da
GST(Sham 2.54+1.05; Sham+MEL 2.08+1.09; LDB 7.78+1.22; LDB+MEL 3.95+1.99)
foram maiores no grupo LDB (p<0.001). A atividade da CAT (Sham 8.32+1.27; Sham+MEL
9.09+1.01; LDB 5.17+0.72; LDB+MEL 8.52+1.14) diminuiu no grupo LDB (p<0.001). A
PCO2(Sham 45+1.4; Sham+MEL 48+5.2; LDB 56.6+1.5; LDB+MEL 48.2+4.5) ¢ PAO2
(Sham 93.4+1.7; Sham+MEL 89.7+6.6; LDB 78.9+1.9; LDB+MEL 89.4+5.7) estavam
alteradas no grupo LDB em relacdao aos outros grupos (p<0.05). A Relagdo peso pulmonar/
peso corporal (Sham  0,3240,09; Sham+MEL  0,34+0,05; LDB 0,57+0,05;
LDB-+MELO0,37+0,02) se mostrou aumentado no grupo LDB (p<0,01). O grupo LDB+MEL
demonstrou valores melhores que o LDB em relacdo ao TBARS, GST, CAT, PCO2, PAO:z e
Relagdo peso pulmonar/ peso corporal. Conclusdo: A ac¢do antioxidante da MEL no tecido
pulmonar se mostrou eficaz na reducdo da vasodilatagdo, fibrose e estresse oxidativo, bem
como na melhora da PCO2 e PAO2 no modelo experimental de SHP.

Palavras-chave: Ligadura de ducto biliar. Sindrome hepatopulmonar. Melatonina.
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APRESENTACAO

Este trabalho ¢ um dos resultados da minha experi€éncia como bolsista de iniciagdo
cientifica no Laboratério de Hepatologia Experimental do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). Como ja estive envolvido em outros projetos de pesquisa similares dentro
do grupo de pesquisa, achamos interessante que o meu Trabalho de Conclusao
complementasse os outros estudos ja realizados.

A ideia de se estudar as alteracdes pulmonares em um modelo de cirrose ja bem
estabelecido existe devido a inser¢do de Fisioterapeutas no grupo de pesquisa experimental no
qual atuo. Como estudante de Fisioterapia e orientado pelo Prof. Alexandre Simdes Dias,
fisioterapeuta, temos interesse principalmente no estudo dos tecidos muscular e pulmonar
frente as alteracdes hepaticas, ja que exercemos parte de nossas pesquisas em um centro para
estudos do figado.

O grupo de pesquisa do Laboratorio de Hepatologia Experimental do HCPA ja
realizou diversos estudos avaliando os beneficios de diferentes antioxidantes frente a
alteragdes hepaticas. Dentro deste contexto a Melatonina tem mostrado efeitos extremamente
positivos no tratamento da cirrose e reversdo das alteracdes hepdticas. Portanto, tivemos a
ideia de verificar se tais efeitos também se apresentariam de maneira similar no pulmao.

A cirrose ¢ uma doenca complexa que envolve diferentes sistemas e 6rgaos. Como
fisioterapeutas temos como perspectiva futura desenvolver programas de reabilitacdo para
pacientes cirrdticos. No entanto, por se tratar de uma patologia complexa, diversos sistemas
tém de ser analisados de maneira integrada para que uma terapia completa e eficaz seja
implementada. Portanto, a utilizacdo de antioxidantes pode futuramente estar associada ao
exercicio fisico no tratamento da cirrose hepatica.

De maneira resumida, este trabalho avalia os efeitos da melatonina em um modelo
experimental de Sindrome Hepatopulmonar (SHP), uma patologia pulmonar tipica da cirrose.
A avaliagdo do tecido pulmonar é o foco do estudo, sendo avaliada a histologia, gases
sanguineos, estresse oxidativo e enzimas antioxidantes. A revista escolhida para o envio do
artigo ¢ a Revista Portuguesa de Pneumologia e, portanto, o artigo segue as normas desta

revista.
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RESUMO

A Sindrome Hepatopulmonar (SHP) caracteriza-se pela presenga da doenga hepatica,
anormalidades nas trocas gasosas e dilatagdes vasculares pulmonares. O modelo experimental
de Ligadura de Ducto Biliar (LDB) ¢ capaz de simular a cirrose hepatica e a SHP. Métodos:
14 ratos machos wistar foram divididos em quatro grupos: 1-Grupo Sham: simulacdo da
cirurgia de LDB + NaCl 0,9%; 2- Grupo LDB: LDB + NaCl 0,9%; 3- Grupo Sham + MEL.:
Sham + Melatonina (20mg/kg); 4- Grupo LDB+ MEL. Foram realizadas a histologia
pulmonar e hepdtica pela coloracdo de Hematoxilina-Eosina, e a histologia pulmonar pela
técnica de picrosirius. A lipoperoxidagdo pulmonar foi avaliada pelo método das substancias
que reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS). A atividade enzimatica antioxidante pulmonar
foi avaliada pela analise da Catalase (CAT) e Glutationa-S-Transferase (GST). Realizou-se a
Gasometria Arterial (PaO2, PaCO: e Sa0z2), e foi quantificado o O: alveolar (PAO?) e a
Diferenca Alveolo-arterial de Oz (D(A-a)O2). Também foi realizada o calculo da divisdo do
peso pulmonar pelo peso corporal para a obten¢do da Relacdo peso pulmonar/ peso corporal
(%). Resultados: A histologia confirmou a cirrose hepatica e vasodilatacio pulmonar no
grupo LDB, bem como a fibrose pulmonar pela colorag@o de pricrosirius. Ocorreu melhora da
vasodilatagdo e fibrose pulmonar no grupo LDB+MEL em relagdo ao LDB. O TBARS e a
atividade da GST foram maiores no grupo LDB. A atividade da CAT diminuiu no grupo
LDB. A PCO:2 e PAO: estavam alteradas no grupo LDB em rela¢do aos outros grupos. A
Relagdo peso pulmonar/ peso corporal se mostrou aumentado no grupo LDB. O grupo
LDB+MEL demonstrou valores melhores que o LDB em relagdo ao TBARS, GST, CAT,
PCOz2, PAO:2 e Relagdo peso pulmonar/ peso corporal. Conclusdo: A acgdo antioxidante da
MEL no tecido pulmonar se mostrou eficaz na reducdo da vasodilatacdo, fibrose e estresse
oxidativo, bem como na melhora da PCO2 e PAO2 no modelo experimental de SHP.

Palavras-chave: Ligadura de ducto biliar. Sindrome hepatopulmonar. Melatonina.
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Introducéo

A cirrose se caracteriza pela presenga de nodulos fibréticos no figado que surgem
como resultado da lesdo hepatica cronica (1). Tais alteragdes podem levar a hipertensdo portal
e a doenga hepatica terminal, gerando alteragdes no sistema vascular e afetando diferentes
orgdos (1,2). No sistema respiratorio a Sindrome Hepatopulmonar (SHP) e a Hipertensao
Portopulomonar sdo as duas principais condi¢des clinicas que afetam os pulmdes (2). A
Sindrome Hepatopulmonar ¢ a disordem vascular mais comum encontrada em pacientes com
cirrose, que ¢ responsavel pela vasodilatagdo pulmonar, circulagdo hiperdindmica e alteragdes
nas trocas gasosas (2,3).

Anormalidades nas trocas gasosas apresentadas por pacientes com SHP estdo
associadas com a presenga de shunts arterio-venosos, discrepancias na ventilagdo-perfusao e
na difusdo-perfusdo (2). Tais alteragdes presentes na SHP sdo em sua maioria explicadas
pelos processos de angiogénese e vasodilatacdo intrapulmonar (2), e diferentes modelos
animais sdo utilizados para simular a cirrose hepatica, sendo o modelo de Ligadura de Ducto
Biliar (LDB) o que melhor simula as alteragdes presentes na sindrome (4).

O modelo de LDB ¢ capaz de causar alteragdes gasométricas similares as encontradas
em pacientes com SHP (2).0 processo de angiogénese também estd presente no modelo de
LDB, sendo tal alteracdo presente devido a acdo do Fator de Crescimento Vascular
Endotelial-A (VEGF-A), o qual ¢ produzido por mondcitos pulmonares intravasculares (5,6).
A vasodilatacdo pulmonar no modelo experimental de LDB est4 associada ao aumento na
producio de Endotelina-1 (ET-1) e Oxido Nitrico Sintetase Endotelial (eNOS) (6).

Estudos recentes investigando o potencial terapéutico da Melatonina (MEL) sugerem
que seu poder antioxidante pode ser utilizado no tratamento da SHP, pois apresenta efeito
anti-inflamatorio (7), e reduz niveis de VEGF em células de carcinoma hepatico, contribuindo

na reducdo da angiogénese (8). A Melatonina também apresenta efeitos terapéuticos em
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modelos animais de hepatite fulminante e hipertensdo pulmonar, onde reduz o estresse
oxidativo e previne a redu¢do da atividade de enzimas antioxidantes (9,10,11). No tecido
pulmonar, a Melatonina exerce efeito protetor em modelos animais de cirrose induzida por
tetracloreto de carbono (12).

Devido a existéncia de um modelo experimental que simule a SHP e ao potencial
efeito terapéutico da Melatonina nessa sindrome, este estudo tem como objetivo avaliar as
alteracdes pulmonares de animais submetidos a Ligadura de Ducto Biliar, bem como o efeito

antioxidante da Melatonina.

Materiais e Métodos

Neste estudo foram utilizados 14 ratos Wistar machos, pesando 250g em média. Os
animais foram obtidos pelo Biotério da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA) e foram
alojados em caixas plasticas (47 x 34 x 18cm) cobertas por maravalha, as quais eram
armazenadas em ambiente controlado com temperatura entre 20 e 25°C. Os animais foram
mantidos em um ciclo de claro/escuro de 12/12h, com livre disponibilidade para agua e
comida. O projeto de pesquisa recebeu aprovacio prévia da Comissdo de Etica de Uso de
Animais da ULBRA (CEUA-ULBRA), estando todos os procedimentos de pesquisa de
acordo com as regras estabelecidas pela Lei N° 11.794, de 11 de outubro de 2008, e pela
Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e
Didaticos (DBCA).

O procedimento de Ligadura de Ducto Biliar Comum (LDBC) foi utilizado para o
desenvolvimento da SHP, de acordo com o preconizado por Kontouras (13). Previamente a
todos os procedimentos ciriirgicos, os animais receberam uma dose anestésica de Xilazina 2%
(50mg/kg de peso corporal) e Ketamina (100mg/kg de peso corporal), ambos injetados na

regido intraperitoneal. O periodo para o desenvolvimento do modelo foi de 14 dias, seguidos
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de outros 14 dias para o tratamento com melatonina. O periodo total de experimento foi de 28
dias, sendo que no momento da realizagdo da eutandsia, os animais receberam uma dose trés
vezes maior aquela usada para o procedimento cirtirgico.

Utilizou-se no estudo quatro grupos: Grupo Sham: Realizado procedimento cirirgico
de LDBC simulado, ocorrendo a manipulacdo do ducto biliar ¢/ o animal anestesiado e os
animais também receberam injecdo intraperitoneal de NaCl (0,9%) a partir do 15° dia apds
cirurgia, durante 14 dias. Grupo Sham+Melatonina (Sham+MEL): o procedimento cirirgico
de LDBC foi simulado, e a administragdo de Melatonina (20mg/kg) ocorreu via injecao
intraperitoneal durante 14 dias, iniciando no 15° dia apds a cirurgia. Grupo Ligadura de Ducto
Biliar (LDB): Os animais foram submetidos a LDBC e a aplicacdo de NaCl (0,9%) via
intraperitoneal por 14 dias, iniciando no 15° dia apos a cirurgia. Grupo Ligadura de Ducto
Biliar + Melatonina (LDB+MEL): os animais foram submetidos a LDBC e receberam
Melatonina (20mg/kg) via injecdo intraperitoneal por 14 dias, iniciando no 15° dia apds a
cirurgia.

Os exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), onde as demais analises e procedimentos foram
realizadas no Laboratorio de Hepatologia Experimental do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).

Depois de 28 dias apds a cirurgia os animais foram pesados e anestesiadas e o sangue
foi coletado através da Técnica de Coleta Sanguinea Retro-orbital (14), com o objetivo de
analisar os niveis das enzimas hepaticas. Posteriormente, uma laparotomia antero-medial foi
realizada para a coleta de sangue da aorta abdominal para a andlise gasométrica, sendo
utilizado um Radiémetro ABL 700 (Copenhagen, Denmark) para a mensuragdo dos gases
sanguineos. O método da iontoforese foi utilizado para a mensuracdo da Pressdo Parcial de

Oxigénio Arterial (PaO2), Pressdo Parcial de Gas Carbdnico Arterial (PaCOz2) e Saturacdo
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Arterial de Oxigénio (Sa0O2). A Pressdo Alveolar de Oxigénio (PAO2) foi calculada pela
seguinte formula: PAO:=Fracdo Inspirada de O2(FiO2)-PaC0O2/0.8 (15). A Diferenca
Alvéolo-Arterial de Oxigénio (D(A-a)O2) foi calculada pela formula: D(A-a)O2 = PAO2-
Pa02 (15).

Apbs a eutanisia o pulmdo foi pesado para posterior andlise da relagdo Peso
Pulmonar/ Peso Corporal. Uma por¢do do figado e do lobo pulmonar inferior direito foi
removida para a realizagdo da andlise histologica, sendo o restante do tecido pulmonar
introduzido em Nitrogénio liquido e armazenado a uma temperatura de -80°C para posterior
analises. Amostras pulmonares e hepdaticas coletadas para a andlise histologica foram
inseridas em solucdo de Formaldeido 10% por 12 horas, sendo posteriormente inseridas em
recipientes de Alcool 70% e coloridas com a coloragdo de Hematoxilina e Eosina (HE),
amostras pulmonares também receberam a coloracdo de picrosirius. As analises histoldgicas
foram realizadas de maneira duplo-cega por patologistas especificos do Laboratorio de
Patologia do HCPA.

O tecido pulmonar congelado foi homogeneizado por um homogeneizador Ultra-
Turraz (IKA Labortechnik, Staufen, Germany) em tampdao fosfato (KCl 140mM, Fosfato 20
nM, pH 7.4). A lipoperoxidacdo foi mensurada pela técnica das substancias que reagem ao
Acido Tiobarbitarico (TBARS) (16). As atividades das enzimas Catalase (CAT) e Glutationa-
s-tranferase (GST) foram medidas através do Espectrofotometro (17,18).

Meédias e Desvios Padrdes (DP) foram calculados. Os dados foram analisados por
Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de post hoc de Tukey. Os valores foram
considerados significativamente diferentes quando p<0.05. Foi usado o software Statistical

Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA)versdo 21.0.

Resultados
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A andlise da atividadedas enzimas hepaticas sanguineas e da histologia hepatica
confirmaram o diagndstico de Cirrose. Na Figura 1 pode ser observado pela a analise
histolégica pulmonar que os animais do grupo LDB apresentaram vasos de diametros
aumentados em relagdo aos demais grupos. Uma vez que os achados em cada grupo sdo muito
similares, serd apresentado apenas um exemplo histolégico de cada grupo experimental.

Na Tabela 1 podem ser observados o resultados referentes as alteragcdes nas trocas
gasosas através da Gasometria Arterial, com valores referentes a PaO2, PaCO2, SaO2, PAO:z e
D(A-a)O2 sendo comparados entre os quatro grupos experimentais. Diferencas significativas
foram encontradas para a PaCO2 e PAO:, sendo os valores referentes ao grupo LDB
significativamente aumentados e diminuidos, respectivamente, em relacdo aos demais grupos
(p<0.05). A Tabela 2 também mostra um aumento significativo (p<0,01) da Relagdo peso
pulmonar/peso corporal no grupo LDB em relagdo aos outros grupos experimentais.

A vasodilatagdo intrapulmonar associada as alteracdes gasométricas confirmam o
modelo experimental de SHP. A diminui¢do da vasodilatagdo intrapulmonar, da PaCO:z e da
Relacdo peso pulmonar/peso corporal no grupo LDB+MEL, bem como o aumento da PAO:2
em relagdo ao LDB, sugerem um efeito protetor da MEL no tecido pulmonar frente a SHP.

A Tabela 2 mostra resultados referentes ao processo de lipoperoxidacdo e atividade
das enzimas antioxidantes, caracterizados pelos valores do TBARS, CAT e GST. Os valores
aumentados do TBARS no grupo LDB em relagdo aos outros grupos (p<0.01) indicam um
aumento da lipoperoxidacdo neste grupo experimental. A atividade da CAT foi
significativamente menor no grupo LDB (p<0.01), enquanto a atividade da GST no grupo
LDB esteve significativamente aumentada em relagdo aos outros grupos. O grupo LDB+MEL
apresentou resultados menores para os valores de TBARS em relagdo ao grupo LDB,

indicando um efeito antioxidante da MEL.
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Na Figura 2 um aumento da fibrose pulmonar, marcada pela coloragdo vermelha, foi
encontrado no grupo LDB em relagdo aos outros grupos. Tal processo foi revertido com o uso
da Melatonina, com a fibrose pulmonar se mostrando diminuida do grupo LDB+MEL em

relacdo ao grupo LDB.

Discussao

O aumento no diametro dos vasos pulmonares, evidenciada pela analise histologica
por HE, em associacdo com as alteragdes gasométricas, confirma no presente estudo a
indugdo da SHP através da cirurgia de LDB. A diminui¢do do didmetro dos vasos pulmonares
no grupo LDB+MEL em relag¢do ao grupo LDB, sugere efeitos terapéuticos da Melatonina no
processo de adaptacgdo vascular.

De acordo com nossos resultados a PaCO2 aumentou no grupo LDB em relagdo aos
demais grupos, enquanto a PAO2 diminuiu no mesmo grupo. Vercelino e colaboradores (4)
também encontraram um aumento da PCO:2 no grupo LDB quando comparado ao grupo
controle, bem como altera¢des adicionais no grupo LDB, com altera¢des nos valores de PaOz,
Sa02 e D(A-a)O2. Diversos estudos associam as alteragdes gasométricas presentes na SHP
com a agdo de Oxido Nitrico (ON) no tecido pulmonar (19,20). Tieppo e colaboradores (21)
constataram que a acdo antioxidante da Quercetina ¢ capaz de reverter as alteragdes
gasométricas no modelo experimental de SHP, sugerindo que o antioxidante ¢ capaz de
regular os niveis de ON na sindrome. Nossos resultados demonstram que a Melatonina
melhora as alteragdes gasométricas no modelo de LDB, bem como reverte a vasodilatacao
intrapulmonar, sugerindo que a Melatonina desempenha um papel semelhante ao da
Quercetina na regulacdo dos niveisde ON na SHP.

Vercelino e colaboradores (4)também encontraram um aumento da lipoperoxidagdo e

atividade antioxidante da enzima SOD no tecido pulmonar no grupo LDB, bem como um
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aumento da relagdo peso pulmonar/peso corporal em animais submetidos a cirurgia de LDB,
estando de acordo com nossos resultados. Maarman e colaboradores (11)encontraram um
aumento do peso pulmonar e uma diminuicdo do peso corpéreo no modelo experimental de
Hipertensdo Pulmonar, o qual foi revertido pelo uso da Melatonina. De maneira similar, em
nosso estudo a Melatonina foi capaz de diminuir a relagdo peso pulmonar/peso corporal.

Encontramos um aumento da lipoperoxidacdo no grupo LDB e consequente reversao
apos administrar Melatonina. Uma diminuicdo na atividade da CAT e um aumento na
atividade da GST foram encontrados no grupo LDB, as quais foram revertidas pelo uso da
Melatonina. O aumento do estresse oxidativo no organismo e conseqiiente lipoperoxidacdo, se
deve ao desbalanco entre a presenca de radicais livres e agentes antioxidantes (22). Embora
seja encontrado na literatura resultados diversos sobre a atividade das enzimas antioxidantes
CAT e GST, nossos resultados demonstram diminui¢do na lipoperoxidagcdo e melhora no
sistema antioxidante ap6s o uso da Melatonina.

Diversos estudos associam o uso da Melatonina com a diminui¢do da lipoperoxidagao,
no entanto, a atividade das enzimas antioxidantes frente ao uso da Melatonina apresentam
resultados diversos(11, 12, 23, 24). Maarman e colaboradores (11) encontraram uma
diminuicdo na atividade das enzimas SOD e CAT e da lipoperoxidagaono plasma de animais
com Hipertensdo Pulmonar tratados com Melatonina. Taslidere e colaboradores (12) associam
o uso da Melatonina a diminuic¢do da lipoperoxidagdo e ao aumento da atividade das enzimas
CAT e Glutationa (GSH) no tecido pulmonar de ratos apds cirrose induzida por Tetracloreto
de Carbono (CCls). Borges e colaboradores (23) demonstram que o uso da Melatonina
diminui a lipoperoxidacdo muscular gerada pelo exercicio vigoroso, bem como aumenta a
atividade da SOD, mas ndo existem alteragcdes significativas na atividade da CAT e da

Glutationa Peroxidase (GPx). De maneira similar, Da Rosa e colaboradores (24)
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demonstraram que a Melatonina diminui a lipoperoxida¢do e aumenta a atividade da SOD no
figado de animais submetidos ao modelo experimental de Apneia do Sono.

Nossos resultados obtidos através da andlise histoldgica por picrossirius sugerem que a
Melatonina foi capaz de reduzir o acimulo de colageno pulmonar (Figura 2). Maarman e
colaboradores (11) encontram uma diminui¢cdo do coldgeno no tecido cardiaco apds o uso da
Melatonina no modelo de Hipertensdo Pulmonar, e Da Rosa e colaboradores (25) constataram
uma reducdo do coldgeno hepatico apds o uso da Melatonina no modelo experimental de
cirrose por CCla.

A acdo antioxidante da Melatonina no tecido hepatico e pulmonar estd associada com
a reversdo das principais alteragdes na SHP. Este efeito terapéutico da Melatonina pode
ocorrer por uma melhora direta da atividade antioxidante no pulmao, ou simplesmente pela
melhora da condi¢do hepatica, revertendo as alteragdes sistémicas na doenca. O exercicio
fisico também exerce diminui¢do do estresse oxidativo ¢ aumento da atividade antioxidante
de maneira sistémica. Visto que a cirrose e SHP afetam diferentes 6rgdos, intervencdes
terap€uticas que atuem sobre os diferentes sistemas corporais sdo potencialmente mais
indicadas para o manejo da patologia. Portanto, o uso da Melatonina e a pratica do exercicio
fisico, associadas as intervengdes tradicionais e medicamentosas ja bem estabelecidas, podem

futuramente auxiliar os pacientes acometidos pela doenga.

Concluséo

A acdo antioxidante da MEL no tecido pulmonar se mostrou eficaz na redugdo da
vasodilatagdo, fibrose, estresse oxidativo, assim como na melhora da relacdo peso
pulmonar/peso corporal, PCO2 e PAO2 no modelo experimental de SHP. Tais achados
sugerem um efeito antioxidante da MEL frente aos danos pulmonares da SHP, sendo eficaz

na reducgdo das alteracdes gasométricas e estruturais ocasionadas pela sindrome.



21

AGRADECIMENTOS

Nossos sinceros agradecimentos a toda a equipe do Grupo de Pesquisa e Pos-
graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), e ao apoio financeiro do Fundo
de Incentivo a Pesquisa e Eventos do HCPA (FIPE-HCPA), assim como ao apoio financeiro

da Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS).



22

REFERENCIAS

1. Schuppan, D., & Afdhal, N. H. (2008). Liver cirrhosis. The Lancet, 371(9615), 838-
851.

2. Zhang, J., & Fallon, M. B. (2012). Hepatopulmonary syndrome: update on
pathogenesis and clinical features. Nature Reviews Gastroenterology and Hepatology, 9(9),
539-549.

3. Grace, J. A., & Angus, P. W. (2013). Hepatopulmonary syndrome: update on recent
advances in pathophysiology, investigation, and treatment. Journal of gastroenterology and
hepatology, 28(2), 213-219.

4, Vercelino, R., Tieppo, J., Junior, L. A. F., Dias, A. S., Marroni, C. A., &Marroni, N. P.
(2008). Modelos experimentais para avaliacdo das alteracdes pulmonares na sindrome
hepatopulmonar. J Bras Pneumol, 34(7), 453-460

5. Zhang, J., Luo, B., Tang, L., Wang, Y., Stockard, C. R., Kadish, 1., ...&Fallon, M. B.
(2009).  Pulmonary  angiogenesis in a rat model of hepatopulmonary
syndrome. Gastroenterology, 136(3), 1070-1080.

6. Yang, W., Zhang, J., Hu, B., Wu, W, Venter, J., Alpini, G., & Fallon, M. B. (2014).
The role of receptor tyrosine kinase activation in cholangiocytes and pulmonary vascular
endothelium in experimental hepatopulmonarysyndrome. American Journal of Physiology-
Gastrointestinal and Liver Physiology, 306(1), G72-G80.

7. Mauriz, J. L., Collado, P. S., Veneroso, C., Reiter, R. J., & Gonzalez-Gallego, J.
(2013). A review of the molecular aspects of melatonin’s anti-inflammatory actions: recent
insights and new perspectives. Journal of pineal research, 54(1), 1-14.

8. Carbajo-Pescador, S., Ordofiez, R., Benet, M., Jover, R., Garcia-Palomo, A., Mauriz,

J. L., & Gonzalez-Gallego, J. (2013). Inhibition of VEGF expression through blockade of



23

Hifla and STAT3 signalling mediates the anti-angiogenic effect of melatonin in HepG2 liver
cancer cells. British journal of cancer, 109(1), 83-91.

9. Crespo, L., Miguel, B. S., Laliena, A., Alvarez, M., Culebras, J. M., Gonzalez-Gallego,
J., &Tufidon, M. J. (2010). Melatonin prevents the decreased activity of antioxidant enzymes
and activates nuclear erythroid 2-related factor 2 signaling in an animal model of fulminant
hepatic failure of viral origin. Journal of pineal research, 49(2), 193-200

10. Tufion, M. J., San-Miguel, B., Crespo, 1., Laliena, A., Vallejo, D., Alvarez, M., ... &
Gonzalez-Gallego, J. (2013). Melatonin treatment reduces endoplasmic reticulum stress and
modulates the unfolded protein response in rabbits with lethal fulminant hepatitis of viral
origin. Journal of pineal research, 55(3), 221-228

11. Maarman, G., Blackhurst, D., Thienemann, F., Blauwet, L., Butrous, G., Davies, N.,
...& Lecour, S. (2015). Melatonin as a preventive and curative therapy against pulmonary
hypertension. Journal of pineal research, 59(3), 343-353.

12. Taslidere, E., Esrefoglu, M., Elbe, H., Cetin, A., &Ates, B. (2014). Protective effects
of melatonin and quercetin on experimental lung injury induced by carbon tetrachloride in
rats. Experimental lung research, 40(2), 59-65.

13. Kountouras, J., Billing, B.H., &Scheuer, P.J. (1984). Prolonged bile duct obstruction:
a new experimental model for cirrhosis in the rat. Br. J. Exp. Path, 65, 305-311.

14.  Halpern, B. N., & Pacaud, A. (1951). [Technique of obtaining blood samples from
small laboratory animals by puncture of ophthalmic plexus.]. Comptes rendus des seances de
La Societe de biologie et de sés filiales, 145(19-20), 1465-1466.

15. Ribeiro-Silva, A., & Silva, G. A. D. (2004). Trocas gasosas intrapulmonares sob
respiragdo em ar ambiente em pacientes hipercapneicos. Rev. Assoc. Med. Bras.(1992), 50(1),

32-36.



24

16.  Buege, J. A., &Aust, S. D. (1978). Microsomal lipid peroxidation. Methods in
enzymology, 52, 302-310.

17.  Beers, R.F., Sizer, LW. (1952). A spectrophotometric method for measuring the
breakdown of hydrogen peroxide by catalase. J BiolChe,. 195:133-140.

18. Habig, W.H., Pabst, M.J., Jakoby, W.B. (1974) The first enzymatic step in
mercapturic acid formation. J BiolChem, 249:7130-7139.

19. Rolla, G., Brussino, L., Colagrande, P., Dutto, L., Polizzi, S., Scappaticci, E.,
Bergerone, S., Morello, M., Marzano, A. (1997). Exhaled nitric oxide and oxygenation
abnormalities in hepatic cirrhosis. Hepatology, 26: 842-7.

20. Nunes, H., Lebrec, D., Mazmanian, M., Capron, F., Heller, J., Tazi, KA, Zerbib, E.,
Dulmet, E., Moreau, R. (2001). Role of nitric oxide in hepatopulmonary syndrome in cirrhotic
rats. Am J Respir Crit Care Med, 164:879-85.

21. Tieppo, J., Cuevas, M. J., Vercelino, R., Tufién, M. J., Marroni, N. P., & Gonzélez-
Gallego, J. (2009). Quercetin administration ameliorates pulmonary complications of cirrhosis
in rats. The Journal of nutrition, 139(7), 1339-1346.

22. Sanchez, A., Calpena, A. C., &Clares, B. (2015). Evaluating the Oxidative Stress in
Inflammation: Role of Melatonin. International journal of molecular sciences, 16(8), 16981-
17004.

23. Borges, L. D. S., Dermargos, A., Junior, E. P. D. S., Weimann, E., Lambertucci, R. H.,
&Hatanaka, E. (2015). Melatonin decreases muscular oxidative stress and inflammation
induced by strenuous exercise and stimulates growth factor synthesis. Journal of pineal
research, 58(2), 166-172.

24, Da Rosa, D. P., Forgiarini, L. F., e Silva, M. B., Fiori, C. Z., Andrade, C. F., Martinez,
D., &Marroni, N. P. (2015). Antioxidants inhibit the inflammatory and apoptotic processes in

an intermittent hypoxia model of sleep apnea. Inflammation Research, 64(1), 21-29



25

25. Da Rosa, D. P, Bona, S., Simonetto, D., Zettler, C., Marroni, C. A., &Marroni, N. P.
(2010). Melatonin protects the liver and erythrocytes against oxidative stress in cirrhotic

rats. Arquivos de gastroenterologia, 47(1), 72-78.



26

TABELAS E FIGURAS

Figura 1- Fotos de microscopia das amostras de tecido pulmonar coradas com hematoxilina e

eosina (HE), aumento de 50x.

B A, A
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A-GrupoSham; B-Grupo Sham e Melatonina; C-Grupo Ligadura de Ducto Biliar; D- Grupo

Ligadura de Ducto Biliar e Melatonina.
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Tabela 1- Gases sanguineos, gradiente alvéolo-arterial de oxigénio e a relagdo peso

pulmonar/peso corporal nos quatro grupos experimentais.?

Variavel Sham Sham+MEL LDB LDB+MEL
PaO» 67+11.3 66.3£12.4 57.246.2 71+£5.4
PaCO2 45+1.4 48+5.2 56.6£1.5% 48.244.5
Sa02 91+4.2 88.316.4 84.8+6.2 92.5+2.6
PAO: 93.4+1.7 89.7+6.6 78.9+1.9* 89.4+5.7
D (A-a)O2 26.4+13 23.445.9 21.74£5.7 18.4+11
Relagdo pesopulmonar/ 0,32+0,09 0,34+0,05 0,57+0,05** 0,37+0,02
peso corporal (%)

LDB: ligadura de ducto biliar; Sham+MEL: Sham e melatonina; LDB+MEL: ligadura de
ducto biliar e melatonina. PaOz: pressdo parcial arterial de oxigénio; PaCOz: pressdo parcial
arterial de gas carbdnico; SaO»: saturagdo arterial de oxigénio; PAOz: pressdoparcial alveolar
de oxigénio; e D (A-a)Oq: gradiente alvéolo-arterial de oxigénio. *Resultados expressos como
média + desvio padrdo. *p < 0.05 vs. grupo Sham, Sham+MEL, LDB+MEL. **p < 0,01 vs.

grupo Sham, Sham+MEL, LDB+MEL.
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Tabela 2- Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (nmol/mg proteina), atividade

antioxidante da enzima catalase (pmol/min/mg prot.), glutationa-s-tranferase (nmol/min/mg

prot.) e relacdo peso pulmonar/peso corporal (%).?

Variavel Sham Sham+MEL LDB LDB+MEL
TBARS (nmol/mg proteina) 0.38+0.09 0.37+£0.15  0.83+0.13** 0.5+0.08
CAT (pmol/min/mg proteina) 8.32+1.27 9.09£1.01  5.17+0.72%* 8.52+1.14
GST (nmol/min/mg proteina) 2.54+1.05 2.08+1.09  7.78+1.22%** 3.95+1.99

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances (substancias reativas ao acido tiobarbiturico);

CAT: catalase; GST (glutationa-s-transferase). LDB: ligadura de ductobiliar; Sham+MEL:

Sham e melatonina; LDB+MEL: ligadura de ducto biliar e melatonina. *Resultados expressos

como média + desvio padrdo. **p < 0.01 vs. grupo Sham, Sham+MEL, LDB+MEL.
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Figura 2- Fotos de microscopia das amostras de tecido pulmonar coradas por picrosirius,

aumento de 20X.

A-GrupoSham; B-Grupo Sham e Melatonina; C-Grupo Ligadura de Ducto Biliar; D- Grupo

Ligadura de Ducto Biliar e Melatonina.
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