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RESUMO 

A cirrose hepática caracteriza-se pelo surgimento de septos e nódulos fibróticos, 

bem como alterações estruturais e funcionais do fígado. A obstrução prolongada 

do ducto biliar é um modelo experimental eficaz para indução de cirrose biliar 

secundária. O exercício físico (EX) pode reverter a perda de força muscular, 

melhorar a qualidade de vida e o prognóstico em pacientes cirróticos. A Melatonina 

(MLT) vem sendo estudada devido suas propriedades, incluído seu potencial 

antioxidante. O objetivo foi avaliar a ação EX e da MLT no fígado de ratos cirróticos, 

submetidos ao modelo experimental de ligadura de ducto biliar (LDB). Foram 

utilizados 48 ratos Wistar machos, divididos em oito grupos: Controle (CO), 

CO+MLT, CO+EX, CO+MLT+EX) LDB, LDB+MLT, LDB+EX e LDB+MLT+EX. Os 

tratamentos ocorreram do 15° ao 28° dia. A dose da MLT foi de 20 mg/kg via I.p 

(1x/dia), e para a realização do EX, os animais foram colocados para nadar em 

pares por 10min/dia. Amostras de sangue foram coletadas para as análises de AST, 

ALT e FA, o fígado foi coletado para as análises histológicas realizadas por meio 

de coloração por hematoxilina e eosina (HE) e picrosírius, lipoperoxidação (LPO) e 

atividade das enzimas, catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e Glutationa 

peroxidase (GPx). A análise estatística utilizada foi ANOVA One-Way, seguida do 

teste Student-Newman-Keuls, considerado significativo quando (p<0,05). As 

enzimas de integridade hepática AST, ALT e FA tiveram uma redução significativa 

nos grupos LDB+MLT, LDB+EX e LDB+MLT+EX quando comparados ao grupo 

LDB. Na análise histológica, desorganização tecidual, infiltrado inflamatório e 

fibrose foram observados no grupo BDL, e nos grupos BDL+MLT, BDL+EX e 

BDL+MLT+EX, evidenciamos uma reorganização do parênquima hepático, 

diminuição do infiltrado inflamatório e dos nódulos fibróticos. Na avaliação da LPO 

observou-se um aumento significativo no grupo LDB quando comparado aos 

grupos controles e uma redução nos grupos LDB+MLT, LDB+EX e LDB+MLT+EX 

quando comparado ao grupo LDB. Na avaliação das enzimas antioxidantes CAT, 

SOD e GPx foi observado um aumento significativo no grupo LDB em relação aos 

grupos controles e uma diminuição significativa no grupo LDB+MLT, LDB+EX e 

LDB+MLT+EX. Os níveis de NO2/NO3 demonstraram um aumento significativo no 

grupo LDB em comparação aos grupos CO, CO+MLT, CO+EX e CO+MLT+EX. Os 

grupos tratados com MLT e/ou EX demonstraram uma redução significativa quando 
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comparados ao grupo LDB. Na imunohistoquímica (TNF-α e NF-kB), ocorreu uma 

intensa marcação positiva da coloração no grupo LDB, e uma diminuição 

significativa nos grupos LDB+MLT, LDB+EX e LDB+MLT+EX. A julgar pelos 

parâmetros avaliados a melatonina e o exercício físico parecem serem eficazes na 

restauração dos diferentes danos ocasionados neste modelo experimental. 

Sugerimos que a melatonina e o exercício físico podem contribuir na redução das 

alterações hepáticas observadas em ratos cirróticos, e quando associados os 

tratamentos mostraram resultados mais significativos, podendo ser considerados 

no futuro como uma possível estratégia terapêutica. 

Palavras-chave:  Cirrose hepática, estresse oxidativo, melatonina, exercício físico. 
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ABSTRACT 

Liver cirrhosis is characterized by the appearance of septa and fibrotic nodules, as 

well as structural and functional changes in the liver. Prolonged bile duct obstruction 

is an effective experimental model for inducing secondary biliary cirrhosis. Physical 

exercise (EX) can reverse the loss of muscle strength, improve quality of life and 

prognosis in cirrhotic patients. Melatonin (MLT) has been studied due to its 

properties, including its antioxidant potential. The objective was to evaluate the 

action of EX and MLT in the liver of cirrhotic rats, submitted to the experimental 

model of bile duct ligation (BDL). Forty-eight male Wistar rats were divided into eight 

groups: Control (CO), CO+MLT, CO+EX, CO+MLT+EX) BDL, BDL+MLT, BDL+EX 

and BDL+MLT+EX. The treatments occurred from the 15th to the 28th day. The 

dose of MLT was 20 mg/kg via I.p (1x/day), and to perform the EX, the animals were 

placed to swim in pairs for 10min/day. Blood samples were collected for AST, ALT 

and ALP analyses, the liver was collected for histological analyzes performed by 

staining with hematoxylin and eosin (HE) and picrosirius, lipoperoxidation (LPO) and 

enzyme activity, catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), and Glutathione 

peroxidase (GPx). The statistical analysis used was ANOVA One-Way, followed by 

the Student-Newman-Keuls test, considered significant when (p<0.05). The liver 

integrity enzymes AST, ALT, and ALP had a significant reduction in the BDL+MLT, 

BDL+EX, and BDL+MLT+EX groups when compared to the BDL group. In the 

histological analysis, tissue disorganization, inflammatory infiltrate, and fibrosis 

were observed in the BDL group, and in the BDL+MLT, BDL+EX, and 

BDL+MLT+EX groups, we evidenced a reorganization of the hepatic parenchyma, 

a decrease in the inflammatory infiltrate and in the nodules fibrotic. In the evaluation 

of LPO, a significant increase was observed in the BDL group when compared to 

the control groups and a reduction in the BDL+MLT, BDL+EX, and BDL+MLT+EX 

groups when compared to the BDL group. In the evaluation of CAT, SOD, and GPx 

antioxidant enzymes, it was observed a significant increase in the BDL group in 

relation to the control groups and a significant decrease in the BDL+MLT, BDL+EX, 

and BDL+MLT+EX groups. NO2/NO3 levels showed a significant increase in the 

BDL group compared to the CO, CO+MLT, CO+EX and CO+MLT+EX groups. The 

groups treated with MLT and/or EX showed a significant reduction when compared 

to the BDL group. In immunohistochemistry (TNF-α and NF-kB), there was an 
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intense positive staining in the BDL group, and a significant decrease in the 

BDL+MLT, BDL+EX, and BDL+MLT+EX groups. Judging by the evaluated 

parameters, melatonin and physical exercise seem to be effective in restoring the 

different damages caused in this experimental model. We suggest that melatonin 

and physical exercise can contribute to the reduction of liver alterations observed in 

cirrhotic rats, and when associated treatments showed more significant results, 

which may be considered in the future as a possible therapeutic strategy. 

Keywords: Liver cirrhosis, oxidative stress, melatonin, physical exercise. 
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INTRODUÇÃO 

 

As doenças que acometem o fígado são conhecidas por representarem um 

dos maiores problemas de saúde pública. Neste contexto, sabe-se que a cirrose 

hepática está entre as doenças mais comuns e é citada por seus altos índices de 

mortalidade (SCHUPPAN, 2008; BONA et al., 2010). 

A cirrose é uma doença hepática crônica. É considerada o estágio mais 

avançado da fibrose levando à desestruturação do parênquima hepático com 

consequente desorganização da arquitetura lobular e vascular do órgão e à 

alteração das funções do fígado (FRIEDMAN, 2003; BONA et al., 2010; LÓPEZ-

SÁNCHEZ et al., 2020). 

O estresse oxidativo (EO) desempenha papel central na patogênese e na 

progressão de doenças crônicas como a cirrose. Os antioxidantes têm sido usados 

no tratamento para os danos sistêmicos e hepáticos provocados pela doença. O 

aumento da ativação de enzimas geradoras de espécies reativas de oxigênio 

(ERO), citocinas pró-inflamatórias e vasodilatadores estão associadas com 

fisiopatologia da cirrose e o modelo de ligadura de ducto biliar comum (LDB) 

(COLARES et al, 2016). 

Para indução de cirrose biliar secundária e fibrose, a obstrução prolongada 

do ducto biliar em ratos tem se mostrado-se um modelo experimental eficaz, visto 

que neste modelo são estabelecidas as características próprias da doença em um 

período de 28 dias. Durante este tempo, a obstrução provoca uma dilatação do 

ducto biliar, edema e reações inflamatórias agudas em função do refluxo biliar e 

surgimento de fibrose periportal devido a alterações de síntese e degradação de 

proteínas como o colágeno, causando uma desorganização do parênquima 

hepático (KOUNTOURAS et al., 1984; VIEIRA et al., 2011; COLARES et al., 2022). 

Os pacientes com fígado afetado pela cirrose podem apresentar 

metabolismo anormal de nutrientes, digestão e absorção alteradas, juntamente com 

um aumento do catabolismo proteico e um aumento nos requisitos de proteína-

energia. Esta deficiência nutricional pode levar à uma diminuição da massa 

muscular esquelética, desencadeando uma sarcopenia (DHALIWAL et al., 2020). 
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O exercício físico parece ser uma terapia útil para melhor a capacidade 

funcional em indivíduos com doença hepática, mas não está claro se o exercício 

pode restaurar a saúde hepática e nem qual seria a quantidade e o tipo de exercício 

necessários. A atividade física pode ter alguma influência positiva direta na 

patologia hepática, além da simples modificação dos níveis de gordura no fígado. 

E parece que a intensidade da atividade física é importante para prevenir a 

progressão da doença (KEATING et al, 2015). 

A desnutrição ocorre na cirrose e agrava-se pelo gasto energético baseado 

no metabolismo proteico, tendo como consequência a sarcopenia. A atividade física 

estimula o gasto energético baseado no metabolismo lipídico preservando as 

proteínas musculares, pois utiliza as reservas lipídicas sistêmicas e hepáticas. O 

exercício físico preserva e recupera os músculos, aumenta seu desempenho 

funcional, capacidade física e melhora a qualidade de vida e de maneira indireta a 

atividade hepática (ROSA et al, 2021). 

A melatonina (MLT), N-acetil-5-metoxitriptamina, vem sendo muito estudada 

e citada em diferentes pesquisas como potente antioxidante (AOX), atuando na 

diminuição de radicais livres (hidroxila e peroxila), além de sua ação associada com 

as vitaminas C e E (MAGANHIN et al, 2008; ROSA et al, 2010). Estudos indicam 

que a combinação de suplementação com propriedades antioxidantes (vitaminas e 

enzimas) e exercício físico desempenham uma função importante na modulação 

de alguns parâmetros fisiológicos (DUARTE-ROJO et al, 2018). 

Dessa forma, este trabalho procura investigar as alterações hepáticas 

decorrentes da cirrose bem como a possível intervenção de um tratamento 

antioxidante com MLT e do exercício físico nesta doença. 
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1 REFERENCIAL TEORICO 

 

1.1 ESTRUTURA E FUNÇÃO DO FÍGADO 

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

medindo cerca de 15cm em seu plano coronal e 20cm no plano transversal, e 

representando cerca de 3% do peso corporal de um indivíduo adulto localizado no 

quadrante superior direito do abdômen onde se encontra protegido pelas costelas 

inferiores (TRIVIÑO e ABIB, 2003; COELHO, 2012; NETTER, 2015). 

Em sua morfologia, o fígado apresenta 4 lobos, sendo dois maiores e dois 

menores. Os dois lobos maiores, direito e esquerdo, são separados pela fissura 

umbilical na face inferior e pelo ligamento falciforme na face ântero-superior. Entre 

eles há uma nítida diferença de volume com acentuado predomínio do direito sobre 

o esquerdo (Figura 1). 

 

Figura 1 - Estrutura do fígado. 

Fonte: (Netter, 2015). 

 

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

funcionamento e manutenção de diferentes funções vitais à saúde do organismo 

atuando diretamente na síntese e metabolismo de inúmeras substâncias. Para 

realizar suas funções este órgão apresenta uma complexa estrutura (figura 2). O 
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fígado é constituído principalmente por células hepáticas (hepatócitos), que se 

anastomosam, ou seja, ligam-se umas às outras constituindo os lóbulos hepáticos 

(COELHO, 2012). 

 

Figura 2 - Esquema tridimensional da arquitetura normal do fígado. 

Fonte: Modificado (Gaboard M, 2011) 

 

Cada lóbulo hepático é uma unidade funcional básica do fígado, que 

apresenta uma veia central onde é drenado o sangue aportado pela artéria hepática 

e pela veia porta (GABOARD, 2011). Nos lobos hepáticos, os hepatócitos, ou 

células hepáticas, dispõem-se de maneira uniforme formando placas ordenadas 

radialmente a partir de uma veia centrolobular e entrelaçadas de maneira ordenada 

por sinusóides hepáticos (Figura 3). Estes são basicamente condutos de sangue 

sem parede estruturada que se apresentam revestidos por células endoteliais 

típicas e macrófagos que, no fígado, são conhecidos como células de Kupffer 

(TRIVIÑO e ABIB, 2003; TREFTS et al., 2017). 
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Figura 3 - Estrutura microscópica do fígado. 

(A)Localização dos lóbulos e circulação hepática. (B) e (C) Transporte do sangue das veias porta 

e artérias hepáticas através dos sinusóides e distribuição de células hepáticas na direção de uma 

veia central em cada lóbulo (setas pretas). Formação da bile nos hepatócitos e transporte através 

de canalículos biliares (setas vermelhas). Fonte: Adaptado (Patton e Thibodeau, 2013). 

 

As células de Kupffer são macrófagos especializados que revestem os 

sinusoides. Estas células são conhecidas por sua função fagocitária e podem ser 

ativadas por diferentes fatores. Dentre estes, pode-se citar as endotoxinas, sepse, 

ácido araquidônico e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), entre outros. Como 

resultado desta ativação ocorre a produção de citocinas, peróxido de hidrogênio 

(H2O2), óxido nítrico (NO), interleucinas (IL), interferon (IFN) alfa (α) e beta (β), fator 

de crescimento transformante beta (TGF-β) e vários prostanóides (TRIVIÑO e 

ABIB, 2003; COELHO, 2012; BOGDANOS et al., 2013; KUBES E JENNE, 2018). 

Limitando o sinusóide hepático temos uma estrutura denominada espaço 

subendotelial de Disse. Neste são encontradas as células estreladas hepáticas 

(CEH). As CEHs correspondem a 15% do total de células do fígado e 30% das 
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células não parenquimatosas. Possuem forma estrelada e são constituídas por 

longas extensões citoplasmáticas responsáveis pelo controle da síntese de matriz 

extracelular (MEC) e pela regulação do fluxo sanguíneo (BITENCOURT et al., 

2012). Fisiologicamente, são conhecidas por suas propriedades contráteis e 

fibrogênica, além de serem o principal local de síntese de matriz extracelular (MEC) 

(COELHO, 2012; FRIEDMAN E ARTHUR, 2002; DEWIDAR et al., 2019). As CEHs 

constituem uma população celular heterogênea que difere na capacidade de 

armazenamento de lipídeos, na expressão e organização de filamentos do 

citoesqueleto e no potencial para produção de MEC. Este aspecto reflete a 

capacidade de apresentar dois fenótipos: quiescente e ativado (figura 4) 

(FRIEDMAN, 2008; TREFTS et al., 2017). 

 

Figura 4 - Célula estrelada hepática, forma quiescente e ativada. 

Fonte: Adaptado (Friedman, 2008). 

 

1.2 CIRROSE HEPÁTICA 

A cirrose hepática é considerada o estágio mais avançado da fibrose levando 

à desestruturação do parênquima hepático independentemente do agente 

etiológico que produza a lesão, estando diretamente associada ao surgimento de 

septos e nódulos fibróticos, alterações do fluxo sanguíneo hepático, ao risco de 

falência hepática e alterações significativas a nível sistêmico (FRIEDMAN, 2008; 

LÓPEZ-SÁNCHEZ et al., 2020). 
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A cirrose provoca dificuldade do sangue em transitar pelo fígado devido à 

resistência aumentada ao fluxo portal e à compressão das veias hepáticas 

terminais pela fibrose perivascular e nódulos parenquimatosos expansivos 

(COELHO, 2012). 

Em casos de lesão hepática mais agravada, a matriz fibrilar formada a partir 

da ativação das CEH passa a ser acumulada no espaço subendotelial de Disse. 

Esta formação e depósito fibrilar nos hepatócitos resultam na perda das 

microvilosidades e reduzem o tamanho e número de fenestrações presentes neste 

espaço. Como consequência, tem-se um comprometimento da passagem de 

substâncias através do hepatócito, reduz o tamanho e o número das fenestrações. 

A colagenização do espaço de Disse resulta em menor acesso de substâncias 

ligadas às proteínas, ao hepatócito. Estas alterações podem ser acompanhadas 

pela ativação das células de Kupffer dentro dos sinusóides (figura 5) (FRIEDMAN 

e ARTHUR, 2002, WEISKIRCHEN e TACKE, 2014; TSUCHIDA e FRIEDMAN, 

2017; DEWIDAR et al., 2019). 

 

Figura 5 - Arquitetura hepática com injúria crônica. 

 

Espaço subendotelial com presença de fibrose (seta azul), perda de fenestrações (seta amarela) e 
microvilosidades (seta verde). Fonte: Adaptado (Friedman e Arthur, 2002) 
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1.3 CIRROSE BILIAR SECUNDÁRIA 

 

A cirrose biliar secundária é uma complicação tardia da obstrução 

prolongada das vias biliares extra-hepáticas que leva a alterações estruturais e 

funcionais do fígado em resposta ao desequilíbrio entre os processos oxidantes e 

antioxidantes. A causa pode estar, após determinado período, associada a 

qualquer processo de obstrução do ducto biliar, sendo acompanhada pela 

dificuldade de eliminação da bile, pela destruição do parênquima hepático e pela 

fibrose progressiva (TIEPPO et al., 2009). 

O dano hepático colestático é característica da cirrose biliar secundária e é 

determinado através de parâmetros histopatológicos e bioquímicos bem definidos. 

Em casos em que a colestase de longa duração representa a principal causa de 

dano hepático, o acúmulo de ácidos biliares tóxicos exerce um papel fundamental 

na determinação da necrose e, com isso, da fibrose hepática (PAROLA et al., 1996; 

PASTOR et al. ORELLANA et al., 2000). 

Os ácidos biliares são bem descritos e têm sua toxicidade atribuída a 

diversos mecanismos, tais como suas propriedades detergentes, a alteração da 

homeostase Ca++ intracelular, a depleção de ATP e do dano mitocondrial. 

Trabalhos recentes sugerem que o aumento da geração de radicais livres e de 

citocinas pró-inflamatórias podem estar relacionados na patogênese do dano 

colestático hepático (COLARES et al., 2016). 

 

1.3.1 Modelo experimental de cirrose biliar secundária 

O modelo experimental de cirrose biliar secundária em ratos consiste na 

indução através da obstrução prolongada do ducto biliar (ligadura de ducto biliar 

comum). Em torno de 14 dias é possível estabelecer as características próprias da 

doença (KOUNTOURAS et al., 1984; PERES et al., 2000; TIEPPO et al., 2009). 

A obstrução provoca uma dilatação do ducto biliar, edema, além de reações 

inflamatórias agudas em função do refluxo biliar e surgimento de fibrose periportal 

devido a alterações de síntese e degradação de proteínas como o colágeno, 

glicoproteínas e proteoglicanos, causando uma desorganização da arquitetura 
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natural do parênquima durante este período (KOUNTOURAS et al., 1984; VIEIRA 

et al., 2011). 

Os ratos que são submetidos ao modelo ligadura de ducto biliar (LDB) 

(Figura 6) apresentam icterícia, orelhas e caudas amareladas no momento de sua 

morte. Além destas alterações, neste modelo é possível observar hepatomegalia e 

esplenomegalia, que ocorre, principalmente, em função do aumento do tecido 

conjuntivo, assim como do epitélio biliar e, paralelamente, também pode ocorrer o 

surgimento de um quadro de hipertensão portal em consequência da dilatação de 

veias esplênicas (TIEPPO et al., 2009; BALDO et al., 2011; COLARES et al., 2016). 

 

Figura 6 - Modelo experimental de LDB. 

Fonte: Adaptado (Kountouras et al.,1984). 

 

Estudos realizados por Vercelino (2008) e Bosco (2019) demonstraram que 

os animais com cirrose induzida por LDB apresentavam hipoxemia, aumento da 

LPO e alteração de enzimas antioxidantes em homogeneizado de fígado e pulmão. 

O estudo também apresentou perda de peso em apenas duas semanas e, no final 

de seis semanas, uma significativa sarcopenia em relação ao grupo controle. A 

pesquisa relatou também que há uma redução importante na produção de síntese 

de proteínas.  

Segundo Rosa (2021), utilizando um modelo de cirrose biliar secundária 

induzida por LDB, concluíram que a administração do antioxidante melatonina e 

exercício físico mostrou-se eficaz na redução da sarcopenia e dano oxidativo no 
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músculo de ratos. Colares et al. (2016), utilizando também o modelo de LDB para 

induzir cirrose, concluíram que a administração do antioxidante melatonina 

mostrou-se eficaz na redução da fibrose e dano oxidativo em fígado de ratos. 

Com base nesses estudos, observa-se que o dano oxidativo pode apresentar 

um papel fundamental no desenvolvimento e progressão da cirrose biliar 

secundária. Diversos estudos demonstraram que diferentes antioxidantes podem 

atuar de forma eficaz na redução do dano oxidativo e prevenir o desenvolvimento 

e a progressão da fibrose hepática, podendo ser possíveis tratamentos para 

pacientes no futuro (VERCELINO et al., 2008; TIEPPO et al., 2009; COLARES et 

al., 2016, ROSA, 2021). 

 

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO 

 

1.4.1 Estresse Oxidativo 

O estresse oxidativo (EO) é definido como um estado de desequilíbrio no 

qual as substâncias oxidantes estão aumentadas, excedendo o sistema de 

proteção antioxidante (Figura 7). Esse desequilíbrio proporciona a formação das 

espécies reativas de oxigênio (EROS), incluindo radicais livres e espécies reativas 

de nitrogênio (DRÖGE, 2002; TRACHOOTHAN et al, 2008). 
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Figura 7 - Desequilíbrio entre as substâncias oxidantes e antioxidantes e possíveis danos 
ao organismo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora. 

 

 

A oxidação causada no organismo vivo leva a uma série de alterações, 

dentre elas danos a biomoléculas e ao DNA, mutagênicos e citotóxicos, podendo 

causar instabilidade genética, que levam a doenças e até a carcinogênese, se não 

reparados. Os antioxidantes atuam nesse sistema de reparo prevenindo essas 

alterações genéticas (DIZDAROGLU, 2015). A gravidade do dano basicamente vai 

depender do balanço entre a geração de ERO formadas e as defesas antioxidantes. 

 

1.4.2 Radicais livres e Espécies Reativas de Oxigênio 

Os radicais livres (RL) são definidos como ‘’qualquer espécie química capaz 

de existir idependentemente  e que possui um ou mais elétrons desemparelhados 

em qualquer orbital, normalmente no mais externo. Quando produzidos em grandes 

quantidades podem agir de forma danosa nas células e organismo (HALLIWELL, 

2006). 

Os produtos intermediários da redução do oxigênio são o radical ânion 

superóxido (O2
-) e o radical hidroxila (OH). Tais substâncias são classificadas de 

maneira mais ampla como espécies reativas de oxigênio (ERO) que incluem o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (Figura 8) (BARP, et al, 2002). 

Os danos ocasionados pelas EROS podem apresentar-se sobre os 

organismos aeróbicos podendo variar consideravelmente, dependendo da espécie 
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e estado fisiológico. Os danos também podem diferenciar-se dependendo do tipo 

de tecido em que atuarão (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2009). Tanto as ERO 

como os RL causam efeitos deletérios para a célula, tais como a lipoperoxidação 

(LPO), agressão às proteínas e dano ao DNA. 

 

Figura 8 - Formação de espécies reativas de oxigênio e radicais livres 

 

 

Fonte: Adaptada (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

 

A LPO é a oxidação das membranas celulares pela ação dos radicais livres 

de oxigênio, que desestrutura a integriadade celular. Essa reação ocorre em cadeia 

com as etapas de iniciação, propagação e terminação. A iniciação é o primeiro 

passo dessa reação. O radical livre remove um átomo de hidrogênio de um ácido 

poli-insaturado. Na fase de propagação, ocorrem duas reações: 1) o carbono 

radical do lipídio tende a estabilizar-se por rearranjo molecular, produzindo dienos 

conjugados que rapidamente reagem com o oxigênio formando um radical peroxil; 

2) o radical peroxil capta um próton de outra molécula de lipídio, formando um 

hidroperóxido. Na etapa final, dois radicais peroxil reagem entre si formando um 

tetróxido instável que se decompõe dando origem ao oxigênio singlet e a carbonilas 

excitadas (Figura 9) (BUEGE e AUST, 1978; FARBER et al, 1990). 
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Figura 9 - Representação esquemática da reação da lipoperoxidação. 

Fonte: Adaptada (Halliwell B; Gutteridge J, 2009) 

 

1.4.3 Espécies Reativas de Nitrogênio  

O óxido nítrico (NO) é uma espécie reativa derivada do Nitrogênio. Esta 

molécula inorgânica, gasosa, é capaz de difundir-se rapidamente pelas membranas 

celulares e regular uma variedade de processos fisiológicos e fisiopatológicos de 

natureza cardiovascular, inflamatório e neuronal (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2009; RANG, et al., 2012). 

Os mecanismos de ação desta molécula podem ser divididos de acordo com 

a ação da molécula com sua célula alvo. Esse mecanismo pode ocorrer de duas 

formas: quando interage diretamente com a molécula do sistema alvo e quando 

existem intermediários que podem reagir com o NO, podendo levar à formação de 

espécies reativas de nitrogênio, como o peroxinitrito (ONOO-) (LIAUDET et al, 

2000; KATZUNG, 2014). 
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O NO reage muito rapidamente com o ânion superóxido (O2-) para produzir 

ONOO-, um forte agente oxidativo e nitrosativo, e é responsável por alguns de seus 

efeitos tóxicos, como morte celular apoptótica e necrótica através da peroxidação 

lipídica (ALLAIN et al, 2011; IWAKIRI e KIM, 2015). 

O NO é sintetizado em diferentes tecidos por meio da conversão da L-

arginina em L-citrulina pela ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS).  Muitas 

isoformas de NOS já foram identificadas em diferentes tecidos. Essas isoformas 

representam uma família de proteínas e, aparentemente, são produtos de três 

genes distintos. Dessa forma, são agrupadas em duas categorias: NOS constitutiva 

(c-NOS) e NOS induzível (i-NOS), diferindo em relação ao peso molecular, forma 

de ativação e capacidade de síntese de NO (FANG, 1997). 

As formas constitutivas (c-NOS) são responsáveis pela produção de óxido 

nítrico sintase neuronal (n-NOS) e endotelial (e-NOS), essenciais para a integridade 

vascular, neurotransmissão nos processos de defesa do organismo, na 

manutenção de tecidos. No caso da iNOS ela pode ser induzida por citocinas 

inflamatórias, endotoxinas, hipóxia e estresse oxidativo (figura 10) (LIAUDET et al, 

2000; RIGAMONTI et al, 2003). 

 

Figura 10 - Metabolismo do NO. 

Fonte Adaptado (Diesen DL e Kuo PC, 2010). 

 

A principal via metabólica do NO envolve sua oxidação rápida a óxidos de 

nitrogênio superiores: nitrito (NO2
-) e nitrato (NO3

-). Estes metabólitos do óxido 
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nítrico são moléculas homeostáticas centrais na biologia do NO. A detecção e 

quantificação precisa do nitrito em amostras biológicas tornou-se método confiável 

para avaliação da atividade da NOS, além da aquisição de informações sobre a 

origem do estímulo da síntese da NOS e com isso compreender os efeitos do NO, 

usando para isso o nitrito como marcador indireto dos níveis de NO em sangue e 

em tecidos (YAO et al, 2004; BRYAN e GRISHAM, 2007; BELLAVIA et al, 2015). 

 

1.5 DEFESAS ANTIOXIDANTES 

 

O sistema de defesa antioxidante tem função de prevenir a formação de 

radicais livres e de neutralizar os danos oxidativos. Os antioxidantes podem ser 

definidos como qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações, comparadas àquelas de um substrato oxidável (macromoléculas 

como proteínas, lipídios, hidrato de carbono e DNA), atrasa ou impede a oxidação 

daquele substrato (Figura 11).  

Dentre esses sistemas de defesa, encontramos o enzimático, formado por 

enzimas como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa 

peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa s-transferase (GST); e/ou 

não enzimático, como o ácido ascórbico (vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), 

flavonóides e ß-carotenos (HALLIWELL, 2007). 

 

Figura 11 - Ação das enzimas antioxidantes. 

Fonte: Adaptada (Bona et al, 2012). 
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(reação 1) 

1.5.1 Antioxidantes enzimáticos 

As defesas antioxidantes enzimáticas encontram-se espalhadas por todo 

organismo, tanto no meio intracelular como no extracelular. Este sistema de defesa 

é encarregado da detoxificação de ERO, este formado por muitas enzimas e dentre 

elas estão: SOD, CAT e GPx (HALLIWELL, 2007).  

A enzima SOD é responsável pela dismutação do ânion superóxido (O2
-) em 

H2O2 e O2, sendo o primeiro menos reativo e assim facilmente degradado por outras 

enzimas (Reação 1). 

 

 

 

 

O H2O2 formado pela ação da enzima SOD, apesar de não ser um RL, reage 

originando o radical hidroxila OH•. Assim, a remoção dos peróxidos ocorre por meio 

das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT mais afinidade ao peróxido de hidrogênio, 

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

de hidroperóxidos orgânicos (HALLIWELL, 2006).  

A remoção dos peróxidos é realizada pelas enzimas CAT e GPx. A CAT é 

uma enzima que catalalisa a dismutação do peróxido de hidrogênio em água e 

oxigênio (Reação 2). 

 

 

 

Dentre as peroxidases, destaca-se a enzima glutationa peroxidase (GPX), 

localizada no citosol e na matriz mitocondrial. Esta enzima catalisa a redução do 

peróxido de hidrogênio e de hidroperóxidos orgânicos através da oxidação da 

glutationa reduzida (GSH), que será, por sua vez, regenerada por ação da 

glutationa redutase (GR) com consumo de fosfato nicotinamida adenina 

dinucleotídeo (NADPH) (HALLIWELL, 2007).  

 

 

(reação 2) 
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1.5.2 Antioxidantes Não Enzimáticos  

O sistema de defesa antioxidante não enzimático, como as defesas 

antioxidantes enzimáticas, atua removendo as ERO, impedindo danos às 

membranas celulares. Existem substâncias exógenas que atuam desta mesma 

forma impedindo que ocorra uma reação em cadeia com consequente LPO 

(HALLIWELL, 1994). 

Algumas substâncias antioxidantes não enzimáticas destacam-se. Dentre 

essas estão a vitamina C e E, os carotenoides, os flavonoides e a glutationa. A 

glutationa é um tripeptídeo de ácido α-glutamínico, cisteína e glicina cuja ação 

deve-se à presença de um grupamento sulfidrila, que atua como doador de 

elétrons. Esta participa de reações enzimáticas tal como a glutationa peroxidase e 

a transferase. Deste modo, uma alta concentração de GSH intracelular protege a 

célula contra a ação de espécies reativas de oxigênio através de uma via não 

enzimática (HALLIWELL, 2006).  

O uso de substâncias antioxidantes na prevenção ou tratamento de 

diferentes doenças relacionadas ao estresse oxidativo parece ser uma alternativa 

viável na tentativa de minimizar ou reverter os danos. Uma das substâncias com 

tais propriedades, que vem sendo muito citada e utilizada em diversos estudos, é a 

melatonina. 

 

1.6 PROCESSO INFLAMATÓRIO 

 

O processo inflamatório hepático é ativado para proteger os hepatócitos, pois 

favorece a reparação dos danos nos tecidos e promove o restabelecimento da 

homeostase. Pode ser ocasionado por indutores exógenos, tais como: 

microrganismos, alérgenos e agentes tóxicos; e por indutores endógenos liberados 

por células necrosadas ou a partir da ruptura da membrana plasmática 

(MEDZHITOV, 2008; HERNAEZ et al., 2017). 

Respostas inflamatórias crônicas, ou seja, por longo período e mais intensas 

estão invariavelmente acompanhadas por perda maciça de hepatócitos, o que 

causa grave dano ao parênquima hepático, frequentemente irreversível. A resposta 

inflamatória está envolvida na vasodilatação, no estresse oxidativo e nitrosativo 
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potencializando os efeitos citotóxicos, agravando o quadro geral de diferentes 

doenças.  

As reações inflamatórias são mediadas por peptídeos hidrossolúveis 

denominados citocinas. Elas constituem uma complexa rede de comunicação entre 

as células efetoras do sistema imune (ZHANG e AN, 2007). 

 

1.6.1 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 

O TNF-α está entre as principais citocinas envolvidas nos processos 

inflamatórios. Possui efeitos biológicos como a ativação de macrófagos e 

neutrófilos e aumento das moléculas de adesão envolvidas com o rolamento dos 

leucócitos, diferenciação celular e apoptose (AGGARWAL, 2003; JIANG et al., 

2013; KOYAMA e BRENNER, 2017).  

O TNF-α é produzido principalmente por monócitos, macrófagos, CEH e células 

de Kupffer, apresentando atividades pró-inflamatórias e efeitos citotóxicos nessas 

células (YANG e SEKI, 2015). No processo de fibrose hepática, o TNF-α 

desempenha um papel importante na ativação das CEH e na síntese de MEC 

(BONA et al., 2012; COLARES et al., 2016).  

Em um fígado normal a expressão de mediadores inflamatórios é baixa, 

estando aumentada nos hepatócitos e células inflamatórias em várias doenças 

agudas e crônicas hepáticas, incluindo a cirrose. O TNF-α parece ser um mediador 

importante por levar à ativação do fator de transcrição nuclear Kappa B (NF-B) 

(BORGES, 2010; CERRETANI et al, 2011). 

 

1.6.2 Fator de transcrição nuclear Kappa B (NF-B) 

O NF-B corresponde à uma família de proteínas que atua como fator de 

transcrição regulando a expressão de uma grande variedade de genes. Atualmente, 

são cinco as proteínas que constituem a família NF-B em mamíferos, identificadas 

por compartilharem entre si um domínio amino-terminal de homologia REL (RHD–

REL homology domain), compreendendo cinco subunidades chamadas p50, p52, 

p65 (RelA), c-Rel, e RelB. Geralmente o NF-B consiste em dois polipeptídeos: um 
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de 50 kDa (p50) e um de 65 kDa (p65) (ZINGARELLI et al, 2003; ESPINOSA-DIEZ 

et al, 2015). 

O NF-B pode ser ativado por uma variedade de sinais resultantes de 

fisiopatologia inflamatória. Esse fator regula a expressão de agentes envolvidos em 

muitos processos celulares, aumentando a taxa de transcrição de genes. A ativação 

do complexo NF-B contribui com maior expressão gênica dos mediadores pró-

inflamatórios (citocinas, enzimas, receptores imunológicos e moléculas de adesão) 

além de iniciar a transcrição de citocinas como TNF-α, IL-1b, IL-2 e IL-6 (Figura 12) 

(ZINGARELLI et al, 2003; KWAK et al, 2011). 

 

Figura 12 - Via clássica de ativação do NF-B. 

 

Fonte: adaptado de Hayden MS e Ghosh S, 2008. 

 

 

1.7 MELATONINA 

 

A Melatonina (MLT - N-acetil-5-metoxitriptamina) é um hormônio descoberto 

em 1958 pelo dermatologista Aaron Lerner e recebeu este nome devido à sua 

capacidade de contração dos melanóforos de melanócitos de sapos, resultando no 

Dano ao DNA 
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clareamento da pele desses animais (NOWAK e ZAWILSKA, 1998; ACUÑA-

CASTROVIEJO et al, 2014).  

A MLT é uma indolamina lipofílica sintetizada a partir da serotonina, que é 

proveniente do aminoácido triptofano, produzida na glândula pineal de maneira 

rítmica, sendo sua produção inibida pela luz, produzida exclusivamente à noite 

(Figura 13). Quando secretado, este hormônio distribui-se por diversos tecidos do 

corpo sem ser estocado.  

Além da regulação do sono, a MLT exerce efeitos neuroprotetores junto ao 

sistema nervoso central para a sobrevivência e proliferação de células tronco em 

doenças neuroinflamatórias (HICKMAN et al, 1999; CLAUSTRAT e LESTON, 2015; 

SONG et al., 2015). 

 

Figura 13 - Esquema das reações para produção da melatonina 

 

Fonte: Adaptado (Colares et al, 2022) 

 

A MLT pode ser encontrada em diversos alimentos. Nas plantas a produção 

de deste hormônio ocorre da mesma forma que em humanos, utilizando triptofano 
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em resposta aos fatores abióticos geradores de estresse, influenciando inclusive 

nos processos essenciais para a sobrevivência (REITER et al., 2015). 

Sua metabolização ocorre primeiramente no fígado (90%) onde o seu 

principal metabólito formado, a 6-sulfatoximelatonina, excretada na urina humana 

cujos níveis refletem a atividade da glândula pineal. Uma pequena quantidade de 

MLT pode ainda ser convertida em N-acetil-5-metoxiquinurenamina no sistema 

nervoso central, 2 a 3% da concentração inicialmente produzida (BRZEZINSKI, 

1997; ZHDANOVA e WURTMAN, 2005).  

O efeito antioxidante da MLT vem sendo citado em inúmeros estudos em 

diferentes modelos experimentais. O efeito antioxidante da MLT está relacionado à 

sua alta solubilidade em lipídeos, o que facilita sua passagem através das 

membranas celulares, atravessando a barreira hematoencefálica (NETO e 

CASTRO, 2008; BONNEFONT-ROUSSELOT e COLLIN, 2010; TAN et al, 2015). 

Estudos também sugerem que a MLT possui efeitos anti-inflamatórios, 

imunomodulador e associados à resistência à insulina (CARRILLO-VICO et al, 

2005; BONA et al, 2012). 

 

 

1.8 EXERCÍCIO FÍSICO  

 

Poucos ensaios clínicos publicados foram exclusivamente dedicados ao 

exercício em pacientes com cirrose. Contudo, pequenos estudos relataram 

melhoras significativas na saúde muscular (massa, força e capacidade funcional), 

qualidade de vida, fadiga e reduções no gradiente de pressão venosa hepática. 

Consistente com a literatura mais ampla sobre doenças crônicas, a evidência do 

benefício do exercício na cirrose torna-se promissora (TANDON et al, 2018).  

As alterações na composição corporal, em particular a sarcopenia, é uma 

complicação da cirrose hepática associada a desfechos adversos, aumentando o 

risco de desnutrição e perda de massa muscular. A sarcopenia, por sua vez, é 

frequentemente inter-relacionada com a desnutrição (LAUBE et al, 2018). 

Pacientes cirróticos que desenvolvem sarcopenia apresentam sintomas de fadiga 

muscular, processo este influenciado por vários mecanismos, como a concentração 
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de substratos metabólicos, alterações no fluxo sanguíneo e aumento nas espécies 

reativas de oxigênio, que prejudicam a função muscular contrátil. Uma das 

definições da fadiga muscular é a incapacidade para manter a força da contração 

muscular por certo tempo (TOMA et al., 2018). 

A capacidade física prejudicada tem amplas implicações prognósticas na 

cirrose, principalmente na mortalidade. Estudos atuais evidenciam a ligação dos 

vários domínios de comprometimento à mortalidade em pacientes com cirrose. O 

treinamento físico é conhecido por reduzir a progressão ou reverter a perda 

muscular e vem demonstrando-se eficaz na melhora da fragilidade na cirrose. 

Durante o exercício físico ocorrem diversas adaptações fisiológicas, sendo 

necessários ajustes cardiovasculares e respiratórios para compensar e manter o 

esforço realizado (KOURY et al., 2003). O consumo do oxigênio (O2) pode 

aumentar até 20 vezes mais durante uma atividade física e sua captação pelos 

músculos ativos pode aumentar em até 100 vezes, favorecendo a formação de 

EROS, levando ao estresse oxidativo (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2009). Nesse 

caso, algumas dessas espécies reativas, tais como radical superóxido (O2•-), 

radical hidroxil (OH•) e peróxido de hidrogênio (H2O2) podem produzir danos como 

a lipoperoxidação de lipídios insaturados das membranas celulares (RODRIGUES 

et al., 2003).  

Os peróxidos lipídicos oxidam colesterol aumentando a produção de LDL 

oxidada. É possível controlar a formação de radicais livres pela ação de 

antioxidantes. Diversos estudos examinam o efeito dos exercícios, o poder 

antioxidante e a peroxidação lipídica. Em geral, há indicações de que exercício 

agudo e extenuante pode aumentar a peroxidação lipídica e que a participação 

regular no treinamento físico pode aumentar o poder dos antioxidantes 

(SCHNEIDER et al., 2004; SOUZA et al., 2005). 

Segundo Kruger (2018), o exercício vem sendo considerado um excelente 

modelo para o estudo das respostas do organismo aos eventos estressantes, assim 

como da capacidade de seres humanos adaptarem-se ao estresse oxidativo. 

Contudo, poucas pesquisas que buscam determinar com precisão as diferentes 

intensidades de esforço durante os exercícios, como a natação e suas específicas 

respostas e melhoras aos sistemas neuromusculares, são encontradas (YANG et 

al., 2017).  
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Estudos experimentais que utilizam a natação como modalidade de 

treinamento muscular apresentam uma enorme variedade de protocolos, que vão 

desde treinamentos intermitentes de 15 segundos nadando e 15 de repouso até os 

exaustivos treinamentos contínuos de 2 horas de natação. Devido às diversas 

complicações e importante declínio funcional que a doença hepática apresenta, 

este estudo seguiu um protocolo de baixa intensidade para evitar óbitos por 

exaustivos treinamentos, assemelhando-se ao realizado nos estudos de Bertolini 

(2011). 

Este pesquisou o efeito da natação na dor ciática de ratos, e o recente 

trabalho publicado pelo nosso grupo de pesquisa de Rosa (2021), que buscou 

compreender os efeitos do exercício físico juntamente com o antioxidante 

melatonina sobre o músculo de ratos cirróticos, avaliando os processos envolvidos 

na sarcopenia. 

De acordo com essas considerações, este estudo analisou a ação da 

melatonina e do exercício físico no fígado dos animais submetidos ao modelo de 

ligadura de ducto biliar (LDB), avaliando o estresse oxidativo e processo 

inflamatório. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A cirrose é o estágio final da fibrose hepática e representa a 14ª causa de 

morte no mundo. A doença modifica a função hepática e afeta, entre outros, o tecido 

muscular, causando significativa perda de massa muscular, que atinge níveis 

patológicos caracterizando a sarcopenia. Com os altos índices de pacientes 

cirróticos e as inúmeras complicações decorrentes da doença, faz-se necessária a 

utilização de novos tratamentos, mais precoces e eficazes, a fim de controlar ou 

retardar a doença e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. 

A compreensão atual dos mecanismos relacionados à cirrose hepática e à 

fisiopatologia das complicações associadas é, em grande parte, baseada em 

modelos experimentais de doença hepática. O modelo de cirrose biliar secundária 

tem mostrando-se um método versátil, viável e com boa reprodutibilidade devido ao 

seu baixo custo e mortalidade. Se comparados a outros métodos de indução, tem 

sido amplamente utilizado para o estudo dos processos patológicos decorrentes da 

doença, bem como para o estudo de novas alternativas de tratamento.  

Esta pesquisa está direcionada à área de fisiologia digestiva com enfoque em 

modelo experimental relacionado ao estresse oxidativo, os benefícios do exercício 

físico e a possível proteção de um tratamento antioxidante com uso da melatonina. 

A utilização deste antioxidante baseia-se em trabalhos já realizados pelo grupo de 

pesquisa, sendo utilizado devido aos seus efeitos benéficos já observados em 

diferentes modelos experimentais.  

 Neste estudo pretendemos avaliar os possíveis marcadores biológicos e 

mecanismos envolvidos no processo da doença, investigando as alterações no 

tecido hepático, frente ao uso de melatonina e do exercício físico na tentativa de 

prevenir e/ou retardar o desenvolvimento da doença. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

 3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a ação da melatonina e do exercício físico no fígado de ratos 

cirróticos submetidos ao modelo experimental de ligadura de ducto biliar (LDB). 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Verificar a integridade hepática através da análise das enzimas: aspartato 

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

(FA) no sangue de ratos tratados e não tratados com melatonina e exercício 

físico. 

 Avaliar as alterações histológicas pela coloração de hematoxilina e eosina 

(HE) e picrosírius no fígado dos animais submetidos à LDB e à ação da MLT 

e do exercício físico. 

 Determinar a lipoperoxidação no fígado através da técnica de TBARS e a 

ação da MLT e do exercício físico. 

 Avaliar as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx) no fígado de animais submetidos à LDB e à ação da MLT 

e do exercício físico. 

 Determinar os metabólitos do óxido nítrico (nitritos/nitratos) no fígado e a 

ação da MLT e do exercício físico. 

 Analisar os níveis de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e NF-kB no figado de 

animais submetidos à LDB e à ação da MLT e do exercício físico; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA 

 

Este estudo apresenta caráter experimental comparativo caracterizado como 

indução cirúrgica da cirrose hepática através do modelo de ligadura de ducto biliar 

desenvolvido no Biotério da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA). As análises 

foram realizadas no Centro de Pesquisa Experimental - Laboratório Experimental 

de Ciências Pneumológicas e Inflamação do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

 

4.2 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA) sob o protocolo nº 

2018/516. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Lei Federal 

nº 11.794 de 08 de outubro de 2008, que regulamenta a utilização de animais na 

pesquisa científica. As análises foram realizadas a partir de amostras de sangue e 

de tecido hepático que já foram coletadas e foram devidamente armazenadas. 

 

4.3 TAMANHO DA AMOSTRA E ANIMAIS 

 

O cálculo do tamanho da amostra baseou-se em estudos anteriores do grupo 

nos quais, para detectar diferenças com magnitude (tamanho de efeito: E/S) igual 

a 2,0 unidades de desvio-padrão no balanço oxidativo, mantendo-se a = 0,05 e 

poder de 90%, foram calculados 6 ratos por grupo, escolhidos aleatoriamente 

(COLARES et al., 2016).  

Foram utilizados 48 ratos machos Wistar pesando entre 200 e 300 gramas, 

provenientes do biotério da ULBRA Os animais foram mantidos em caixas plásticas 

de 47x34x18cm forradas com maravalha, em ciclo de doze horas claro/escuro e 

temperatura de 22±2 °C. A água e a ração foram administradas livremente. 
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4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Os animais foram divididos em oito grupos experimentais: 

Grupo CO (Controle): submetido à simulação da cirurgia de LDB; 

Grupo CO+MLT (Controle + Melatonina): submetido à simulação da cirurgia 

de LDB e tratamento com MLT; 

Grupo CO+EX (Controle + Exercício): submetido à simulação da cirurgia de 

LDB e realização de exercício físico através de natação; 

Grupo CO+MLT+EX (Controle + Melatonina + Exercício): submetido à 

simulação da cirurgia de LDB, tratamento com MLT e realização de exercício físico 

através de natação; 

Grupo LDB (Ligadura de Ducto Biliar): submetido à cirurgia de LDB; 

Grupo LDB+MLT (Ligadura de Ducto Biliar + Melatonina): grupo submetido 

à cirurgia de LDB e tratamento com MLT; 

Grupo LDB+EX (Ligadura de Ducto Biliar + Exercício): submetido à cirurgia 

de LDB e realização de exercício físico através de natação. 

Grupo LDB+MLT+EX (Ligadura De Ducto Biliar + Melatonina + Exercício): 

submetido à cirurgia de LDB e ao tratamento com MLT e realização de exercício 

físico através de natação. 

 

4.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAIS 

 

4.5.1 Ligadura do ducto biliar 

Os animais foram pesados e anestesiados mediante a administração de 

fármacos anestésicos (Xilazina e Cetamina) por via i.p. Em seguida, passaram por 

tricotomia, desinfecção da região abdominal e pela laparotomia para localização e 

dissecação do ducto biliar na altura da desembocadura dos ductos pancreáticos, 

ligando-se estes por meio de dois nós (utilizando-se fio seda 3-0) e posterior secção 

entre ele (figura 14).  A sutura do tecido muscular foi realizada com pontos 
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contínuos, com fio absorvível 4.0 do tipo poliglactina. A pele foi suturada com pontos 

isolados com fio não absorvível 5.0 do tipo nylon monofilamentado. Os animais dos 

grupos CO, CO+MLT, CO+EX e CO+MLT+EX não foram submetidos à LDB, sendo 

realizada somente manipulação do ducto mediante o estresse cirúrgico. No 29° dia 

os animais foram mortos por exsanguinação sob anestesia profunda. 

 

Figura 14 - Cirurgia de ligadura de ducto biliar. 

Em 1 observa-se a localização do ducto biliar, em 2 a passagem do fio seda, em 3 a amarração e a 
secção entre eles, e em 4 o procedimento concluído. Fonte: Colares et al., 2016. 

 

4.5.2 Administração da Melatonina e do veículo 

A MLT e o veículo foram administrados via i.p a partir do 15º dia após a LDB 

ou simulação, conforme o grupo, diariamente, durante 14 dias. Os animais dos 

grupos CO e LDB receberam solução fisiológica (NaCl 0,9%) na dose de 0,5 mL. 

Já os animais do grupo CO+MLT e LDB+MLT receberam a melatonina que foi 

pesada e preparada diariamente sempre sob proteção da luz na dose de 20 mg/Kg 

de peso corporal, sendo diluída utilizando-se uma mistura de 5 μL de etanol 1% e 

0,5 mL de NaCl 0,9% (Grigorov L, et al, 2014). 
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Figura 15 - Delineamento experimental. 

Fonte: autora. 

 

4.5.3 Realização do exercício físico 

O exercício físico iniciou a partir do 15° dia após o procedimento cirúrgico de 

LDB ou simulação dos controles, diariamente até o 28º dia. Os animais foram 

colocados para nadarem em pares em uma caixa de 60x40 cm com 50 cm de 

profundidade mantendo a temperatura entre 28-32°C, controlada com termômetro, 

e lá mantidos por 10 minutos, todos os dias (figura 16).  

Após a natação, os ratos foram secados individualmente com toalha e 

secador para evitar quaisquer outras complicações. Os animais dos grupos CO, 

CO+MLT, LDB, LDB+MLT realizaram apenas uma simulação da atividade física. 

Morte dos animais 

Coleta dos materiais 

biológicos 
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Os ratos foram colocados em tanque com água com apenas 5 cm de profundidade 

na mesma temperatura de 28-32°C durante 5 minutos (BERTOLINI et al. 2011; 

ROSA et al, 2021). 

 

Figura 16 - Ilustração do programa de treinamento aeróbio de natação. 

 

Fonte: Adaptada (Júnior, 2015). 

 

4.5.4 Obtenção das amostras de sangue e tecidos 

Ao final do experimento, no 29° dia, os animais foram novamente 

anestesiados com Cetamina e Xilazina. O sangue foi coletado pela técnica de 

punção cardíaca e o fígado foi coletado para as análises estabelecidas. Os animais 

foram mortos por exsanguinação sob anestesia profunda. 

 

4.5.5 Descarte das carcaças 

As carcaças dos animais foram acondicionadas em embalagens apropriadas 

e mantidas em freezer para posterior descarte, seguindo as orientações da 

Instituição. 
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4.6 ANÁLISES 

 

4.6.1 Avaliação da integridade hepática 

Os níveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST) foram determinadas pelo teste cinético ultravioleta. A 

fosfatase alcalina (FA) foi quantificada pelo teste colorimétrico cinético. Os níveis 

dessas enzimas foram medidos utilizando métodos laboratoriais de rotina do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre através de método enzimático automatizado 

(Siemens Advia 1800 Chemistry system). 

 

4. 6.2 Análise histológica 

Para o exame histológico, após a dissecção anatômica do fígado de cada 

animal, cerca de 2cm foram removidos para avaliação histológica. Os tecidos 

coletados foram em seguida imersos em formol 10% para sua fixação, mantidos 

tamponados por 24h, seguido de processamento histológico (desidratação em uma 

série graduada de álcool de seis concentrações, compensando em xilol em duas 

concentrações, e incorporação em parafina a 64°C).  

Os blocos de parafina foram cortados em micrótomo rotativo na espessura 

de 6μm. Posteriormente foram realizadas as técnicas de coloração por 

Hematoxilina-Eosina, o qual evidencia dano no tecido hepático e coloração por 

Picrosírius. As lâminas foram analisadas em microscópio binocular Nikon Labophot 

em diferentes aumentos no Serviço de Patologia do HCPA - Porto Alegre. 

 

4.6.3 Preparação do homogeneizado e dosagem de proteína 

Foram utilizados solução tampão fosfato (KCl1,15%) e fluoreto de fenil metil 

sulfonila (PMSF) na concentração de 100mM em isopropanol. O tecido foi 

homogeneizado em ULTRA-TURRAX e centrifugado em centrífuga refrigerada. O 

sobrenadante foi utilizado para posteriores análises bioquímicas. A concentração 

de proteínas nos homogeneizados foi determinada através do método de Bradford 

(1976). 
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4.6.4 Avaliação da lipoperoxidação 

A lipoperoxidação foi determinada por meio da técnica das substâncias que 

reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) com consequente formação de um produto 

de coloração rósea medido em espectrofotômetro a 535nm (MIRSA E FRIDOVICH, 

1972). A quantidade de aldeídos gerados pela peroxidação lipídica (LPO) foi 

determinada por um método que mede a quantidade de reatividade do ácido 

tiobarbitúrico. O ácido tiobarbitúrico (TBA) foi adicionado às amostras a 0,37% 

enquanto o ácido tricloroacético (TCA) foi adicionado a 15% usado para desnaturar 

as proteínas presentes e acidificar a reação.  

As amostras foram incubadas a 100°C por 15min e, após, resfriadas em gelo 

por cerca de 5min. Após resfriar as amostras, 1,5mL de álcool n-butílico foi 

adicionado para extrair o pigmento formado. As amostras foram agitadas por 45 

segundos e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos a 4°C. A absorvância foi 

determinada por espectrofotometria a 535 nm. A concentração de TBARS obtida 

foi expressa como nmol/mg de proteína (BUEGE e AUST 1978). 

 

4.6.5 Atividade da Enzima Antioxidante Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade enzimática da SOD foi medida avaliando a capacidade da enzima 

em inibir a reação do radical superóxido com adrenalina. A leitura foi realizada a 

480 nm. Os dados são expressos em unidades de SOD /min/mg prot (FLOHÉ e 

GUNZLER, 1984). 

 

4.6.6 Atividade da Enzima Antioxidante Catalase (CAT) 

A atividade da Catalase (CAT) foi determinada medindo a diminuição da 

absorção em meio de ação contendo 50 mmol/L de solução salina tamponada com 

fosfato (pH 7,2) e 0,3 mol/ L de peróxido de hidrogênio. A atividade enzimática foi 

analisada espectrofotometricamente a 240nm e expressa como pmol/mg de 

proteína (BOVERIS e CHANCE, 1973) 
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4.6.7 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) 

A atividade da GPx foi avaliada pela taxa de oxidação do NADPH na 

presença de glutationa reduzida e de glutationa redutase. A medida foi realizada 

em espectrofotômetro à 340nm e, e sua atividade expressa em mmol/min/mg prot 

(GRANGER et al, 1999). 

 

4.6.8 Avaliação dos Metabólitos do Óxido Nítrico 

A produção de óxido nítrico foi medida indiretamente através de um teste 

quantitativo colorimétrico baseado na redução enzimática dos nitratos a nitritos. A 

leitura foi realizada a 540nm e os resultados expressos em mmol de NO2/NO3 (TICE 

et al, 2000). 

 

4.6.9 Avaliação imunohistoquímica 

As amostras de tecido hepático foram fixadas em formol a 10% e colocadas 

em um processador histológico de tecidos (ANCAP) através de uma série graduada 

de etanol e dois cubas de xileno para desidratação e reidratadas com diferentes 

graus etanólicos. Os espécimes foram então embutidos e os blocos foram 

resfriados, modelados e ligados a um micrótomo (Leitz® 1512) para obter fatias de 

4 μm de espessura. Foram incubados com anticorpos (NF-ҡB e TNF-α) (Santa Cruz 

Biotechnology®).  

Os resultados foram avaliados por patologista através de microscópio 

equipado com câmera digital para captura de imagens (NIKON LABOPHO), 

microscópio binocular com ampliação de 200×. O nível foi determinado 

multiplicando a densidade média da imagem pela porcentagem área corada 

positivamente pelos anticorpos (áreas de cor marrom obtidas pela reação 

peroxidase + diaminobenzidina). 
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4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram apresentados como média e erro padrão da média e 

calculados através do software Graphpad Instat, versão 3.0 para Windows®. 

Realizada análise de variância (ANOVA One-Way) seguida do teste de Student-

Newman-Keuls, sendo o nível de significância adotado de 5% (P<0,05). 
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Ainda há poucos estudos publicados em modelos de animais cirróticos que 

utilizam o exercício como um possível tratamento para diminuir os efeitos deletérios 

da cirrose. Neste estudo buscamos compreender os mecanismos intrínsecos 

envolvidos na fisiopatogênica da doença, bem como os processos de mediação à 

regeneração do fígado. 

Em estudos futuros pretendemos ampliar a compreensão destes 

mecanismos buscando compreender o eixo-fígado-intestino. A patogênese de uma 

série de doenças intestinais envolve um desequilíbrio na regulação da 

permeabilidade da barreira intestinal. Esse desequilíbrio promove também a 

progressão de várias doenças hepáticas. Neste sentido, buscamos avaliar os 

mecanismos envolvidos no eixo fígado-intestino analisando as alterações frente ao 

uso da melatonina e do exercício físico na tentativa de prevenir e/ou retardar as 

consequências da cirrose. 
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