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"A mente que se abre a uma nova idéia jamais volta ao seu tamanho original." —
Albert Einstein.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doencas hepaticas

O carcinoma hepatocelular (CHC) é um dos tumores mais comuns do mundo,
com incidéncia anual estimada em 500 000 a 1 milh&o de casos novos ™, e tem como
fatores de risco as doencas hepaticas inflamatdrias crénicas como as hepatites
crénicas B e C, esteatose, esteatohepatite, cirrose alcodlica, deficiéncia de al-
antitripsina, hemocromatose e tirosinemia I A associacéo entre cirrose e CHC
ocorre em 90% dos casos, no mundo ocidental, sendo rara a sua ocorréncia em
individuos sem cirrose (. A inducdo de mitoses, por agentes que danifiquem cronica
e lentamente os hepatocitos, faz com que o seu DNA seja mais suscetivel a alteracbes
genéticas. As lesdes hepaticas, mediadas por radicais livres, podem causar lesdes ao
DNA e originar tumor, por mutagdes ou deleces nos genes supressores tumorais, no
sentido de provocar aumento aneupléide da proliferacéo celular .

O tratamento por resseccao cirargica convencional (resseccdo parcial) do
figado é passivel para a minoria de pacientes portadores de CHC, devido ao estadio
avancado (metastases a distancia) da doenca e/ou ao comprometimento dos dois
lobos. Mesmo nos passiveis de resseccdo, os indices de recorréncia tumoral séo
bastante elevados (50% a 70%) devido & hepatopatia prévia ®. O transplante seria a
medida terapéutica ideal indicada, por remover o tumor e o figado doente ndo
tumoral. Entretanto, seu alto custo e a caréncia de doadores tém dificultado esta
abordagem ™. Nos casos de pacientes com tumores irressecaveis, o tratamento é
limitado, pois a doenca ndo responde a quimioterapia e o figado ndo tolera altas
doses de radiacéo.

A enzima AST esté relacionada a lesdo e necrose celular ou a alteracfes da
permeabilidade da membrana celular do hepatdcito, ocorrendo liberacdo e elevacéao
dos valores enzimaticos na corrente sanguinea. Esta enzima catalisa a transferéncia
do grupo a-amino do acido aspartico para o grupamento de a-ceto do cetoglutarato,
com formacéo de acido oxalacético, e atua na gliconeogénese, facilitando a sintese
de glicose a partir de fontes néo glicidicas ). A enzima FA catalisa a hidrélise de
ortofosfatos, em pH basico, com formacdo de fosfato inorganico e radicais
inorganicos. Sua sintese € induzida pelos acidos biliares e ela atua na membrana do

hepatocito, rompendo organelas hepaticas e tornando a FA ligada as membranas
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soltvel B A enzima yGT catalisa a transferéncia do grupo gama-glutamil da
glutationa para um aceptor (aminoacido ou peptideo) com formacéo de glutamato ),
Ela desempenha um papel chave no ciclo do gama-glutamil, uma via para sintese e
degradacdo de glutationa e detoxificagdo de xenobiéticos 7.

Doengas hepaticas agudas e cronicas tém também um impacto na homeostase
intestinal e leva a disbiose e permeabilidade da barreira intestinal, exacerbando a
incidéncia de CHC induzido quimicamente ou por virus ™. Alteracdes na
permeabilidade permitem que toxinas derivadas do intestino atravessem a barreira
intestinal e ativem as células de Kupffer, que superproduzirdo citocinas inflamatérias
e poderdo causar leséo/inflamacgdo do figado. Os mecanismos para as mudangas na
permeabilidade intestinal sdo multiplos e incluem alteracbes na microbiota, geracao
de acetaldeido do &lcool, producdo de 6xido nitrico, alteracdes em nutrientes 2. O
ambiente imunoldgico no figado tem sido atribuido a sua conexdo préxima ao
intestino. O figado esta constantemente exposto a produtos da microflora entérica ™.

A inflamacédo intestinal causa liberacdo de citocinas pro-inflamatérias das
células intestinais pelo infiltrado leucocitario, que podem também contribuir para o
desenvolvimento de CHC em pacientes com doencas hepaticas inflamatorias
cronicas. Ha relatos de que o acimulo de endotoxina e desregulacéo de citocinas na
circulacdo sisttmica de animais tratados com carcindégeno pode levar a cirrose e
CHC 1. Altos niveis de lipopolissacarideo (LPS) ocorrem em pacientes com cirrose
por causa do aumento na permeabilidade da mucosa intestinal e na translocagéo
bacteriana (definida como o deslocamento de bactérias e/ou seus produtos, como as
endotoxinas, da luz do trato gastrointestinal para sitios estéreis), que produzem
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1) e metabolitos do acido araquiddnico
que levam a inflamacdo e a uma sucessiva liberacdo de radicais livres de oxigénio
que leva ao dano oxidativo ™*°! [16],

Os disturbios intestinais inflamatorios correspondem aos processos que
envolvem o trato gastrointestinal e podem ser agudos ou cronicos 7). Eles sdo
provenientes de uma resposta desregulada do sistema imunoldgico do paciente contra
0s componentes da microbiota intestinal, em associagdo aos fatores genéticos do
hospedeiro e do ambiente (alimentacdo, radiacdo, xenobiéticos) 8. Ainda, ha
estudos que sugerem a presenca do estresse oxidativo na atividade e no

desenvolvimento desses disttrbios 1%,
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1.2 Descrigdo do Xenobiotico indutor de CHC para avaliacdo das alteragdes

intestinais

A dietilnitrosamina (DEN) possui peso molecular 102,1, e apresenta na sua
constituicdo um radical nitroso ligado a 4 atomos de carbono e 10 de hidrogénio —
C4H1oN, % Ela é um agente quimico frequentemente usado como carcinégeno,
capaz de desenvolver tumor no figado, no trato gastrointestinal, na pele e no pulmao
(2 Sua capacidade carcinogénica se da por causar dano na estrutura do DNA. A
DEN ¢é estdvel em pH fisioldgico e hidrolizada para a-hidroxilnitrosamina, a
bioativacdo é dependente de oxigénio e de NADPH e mediada pelo Citocromo P450
(Cyp450). Em seguida ha a formacéo do ion etil diazdnio, que possui caracteristicas
eletrofilicas e é responsavel pelos danos no DNA, devido a sua reacdo com
nucleotideos %21,

O estresse oxidativo é potencializado pela DEN e contribui para a
hepatocarciogénese. O sistema Cyp450, ativado, aumenta a geracdo de espécies
ativas de oxigénio (EAQ), como perdxido de hidrogénio e anion superoxido, ambos
capazes de formar radical hidroxil e provocar danos a proteinas, lipideos e DNA 23],

O modelo animal de CHC foi proposto para estudar as fases evolutivas na
doenca hepatica, com o desenvolvimento espontaneo do tumor, no ambiente
fibrético, mimetizando a evolucdo do crescimento do carcinoma. A reproducao do
ciclo processo inflamatdrio-fibrose-esteatose-cirrose-malignidade foi uma grande

vantagem desse modelo 4!,

CHsC Hﬁ“‘-‘,\
NN

CHyCHy”

0

Dietilnitrosamina
DEN

Figura 1. Estrutura quimica da dietilnitrosamina.

1.3 Espécies Ativas de Oxigénio e Radicais Livres
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As espécies ativas sao necessarias para o funcionamento normal da célula,
atuando na fagocitose e regulacdo do crescimento ou como moléculas de sinalizacéo
celular para papéis fisiologicos fundamentais, como participar da sintese e regulagéo
de algumas proteinas %, Elas sdo produzidas continuamente e estabilizadas por
sistemas de defesa antioxidante. Em condi¢Ges patoldgicas, a sua producdo
aumentada, em associacdo a uma resposta das defesas antioxidantes insuficiente,
pode ser incapaz de restabelecer a homeostase redox e ser responsavel pelo dano
oxidativo de macromoléculas celulares e, geralmente, alteram o tamanho e a forma
dos compostos com os quais eles interagem. O rompimento entre o equilibrio pro-
oxidante e antioxidante, de forma que os primeiros sejam predominantes, é definido
como estresse oxidativo, e pode representar um mecanismo fundamental de
patologias humanas 4?7, O termo “Estresse Oxidativo” ¢ utilizado para se referir &
situacdo na qual a geracdo de espécies reativas ultrapassa a capacidade das defesas
antioxidantes disponiveis, resultante tanto de uma diminuicdo das defesas

31 O estresse

antioxidantes quanto de uma producdo aumentada de oxidantes
oxidativo pode promover adaptacdo, dano ou morte celular. No caso da adaptacao, as
células podem tolerar um estresse oxidativo moderado, que geralmente resulta em
“up-regulation” da sintese de sistemas de defesa antioxidante para a restauracdo do
equilibrio oxidante/antioxidante. No caso do dano celular, o estresse oxidativo pode
danificar alvos moleculares (DNA, proteinas, carboidratos e lipidios) ). Dentre os
danos celulares causados ao organismo estdo a peroxidacdo lipidica, na qual os
radicais podem oxidar lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e lipideos de
membranas biologicas, causando quebras das pontes dissulfetos dos lipideos e
consequente rompimento de membranas e perda da integridade celular; oxidacao de
proteinas, com inativacdo enzimatica; a alteracdo do estado redox intracelular e a
oxidacdo de DNA e RNA, levando a mutacBes somaéticas e a disturbios na
transcricdo B¢,

Os radicais livres (RL) - em latim “radix” que significa raiz - s&0 moléculas
que possuem elétrons desemparelhados no seu ultimo orbital e tém a capacidade de
existir de forma independente ). As moléculas que apresentam dois elétrons nos
seus orbitais séo estaveis. Os radicais livres, por sua vez, apresentam apenas um
elétron, tornando-os altamente instaveis e, por isso, consideradas moléculas reativas
e danosas as células e ao organismo ®®\. Os radicais livres podem ser formados por

duas maneiras: ganho de um elétron por uma molécula ndo-radical ou perda de um
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elétron de uma molécula ndo-radical. Outra maneira é pela fissdo homolitica, onde ha
quebra de uma ligacdo covalente e cada atomo fica com um dos elétrons
compartilhados #”. Um radical livre tem a capacidade de gerar outro radical livre
qguando reage com uma molécula ndo-radical; a presenca de um pode, entdo, levar a
uma sequéncia de rea¢fes em cadeia de transferéncia de elétrons, onde hé a formacéo
de um radical livre, que reagira com outra molécula e geraréa outro radical livre %,
Eles podem provocar alteragdes em 4&cidos graxos insaturados das membranas
celulares e no DNA ! Os dois principais radicais livres sdo o radical hidroxila
(OH) e o radical superoxido (Oy), e podem ser pequenos como a hidroxila, ou
grandes e complexos, contendo atomos de carbono e cadeias laterais *°!.

As formas que reagem para formar radicais livres e ndo tém ndmero
desemparelhado de elétrons sdo denominadas espécies ativas de oxigénio (EAO) e
incluem o anion superoxido (Oy), o radical hidroxila (OH), o radical peroxil (ROO’)
e o alcoxil (RO), perdxido de hidrogénio (H,0,), &nion hipoclorito (OCI) e oxigénio
singlet (*0,) 1°!. Cada EAO tem suas préprias caracteristicas, mostrando diferentes
reatividades e tempos de meia-vida % B,

No metabolismo dos organismos aerobios, o oxigénio (O,) é reduzido a agua
no final da respiracdo mitocondrial, aceitando quatro elétrons, para a formacgdo de
ATP. A molécula de O, se mantém unida ao complexo IV da cadeia respiratdria
mitocondrial até ocorrer a reducdo total do O, em agua, entretanto, 5% do oxigénio
utilizado ndo é completamente reduzido & &gua e é convertido em intermediarios
reativos. Nesse processo, ocorre a reducdo parcial do oxigénio, por receber apenas
um elétron de cada vez, e gera anion superéxido (O,) que, com a adicdo de um
hidrogénio ao anion superoxido, se reduz a peréxido de hidrogénio (H,0,). Se,
entretanto, um terceiro elétron for acrescido, ocorrerd a formacdo de um radical
hidroxila (OH), conforme a figura 2. Assim, a formagdo de radicais livres ou de
espécies ativas de oxigénio (EAO) acontece pelo fato do O, se reduzir a dgua de
forma monovalente, permitindo a geracdo de moléculas ou ions reativos durante o

seu processo de reducéo B2,
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Fo
L e

H,0,

H0 IR i@ HO + HO:

Figura 2. Formagdo das Espécies Ativas de Oxigénio.

Um radical, ao reagir com proteinas da membrana celular, ocasiona dano
estrutural e funcional B, A capacidade dos RL de reagir com DNA e proteinas
permite ativar ou inativar enzimas envolvidas na carcinogénese e também ativar
fatores de transcricdo pro-tumorais, além de causar alteracdo de bases pdricas e
pirimidicas. Dessa forma, a geracdo de EAO e RL contribui para um ambiente
favoravel aos processos que envolvem o crescimento tumoral 28,

A exposicdo crbnica e intermitente a quimicos carcindgenos, por exemplo,
provoca dano oxidativo ao DNA, pela alquilacdo da guanina, a qual resultarda em
mutacdo e subsequente expansdo clonal da célula mutada. Vias de transducdo de
sinal também podem ser estimuladas pelas EAO e, assim, ativar de fatores chave de
transcricéo favorecendo a carcinogénese 1%,

Quanto a formacdo das EAO, na cadeia de transporte de elétrons, a enzima
citocromo oxidase adiciona quatro elétrons ao O, para formar agua, reacdo conhecida
como reducdo tetravalente do oxigénio:

> 0, +4e +4H" — 2 H,0 + energia

Entretanto, o oxigénio tem tendéncia a receber um elétron por vez, em funcéo de sua
configuracdo eletrénica. A conversao univalente do oxigénio a dgua se da pela reacédo
de adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado fundamental que
forma o radical superoxido (O2¢-) (3,

» O+e — 02"

Este, por sua vez, ao receber outro elétron e dois ions hidrogénio gera peroxido de
hidrogénio (H,05), reacéo de dismutago B
> 2 Oz'_ + 2H — H»0,
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O perdxido de oxigénio, ao receber mais um elétron e um ion hidrogénio, forma o
radical hidroxil (OH), o mais reativo dos intermediarios, que é gerado quando o
peroxido reage com fons ferro ou cobre, chamada Reacdo de Fenton 1“°';

> Fe?*ICu* + Hy,0; — OH' + OH + Fe**/Cu®**

A reacdo entre superdxido e peroxido também pode ser catalisada por metais de
transicdo, na qual é produzido o radical hidroxil, chamada Reacdo de Haber-Weiss:
> H,0,+ 0, (Fe/Cu)— OH + OH + 0O,

O radical superdxido também é capaz de reagir diretamente com o 6xido nitrico
(NO), radical livre centrado no nitrogénio, e gerar peroxinitrito que, com adicdo de
um hidrogénio forma o oxidante radical hidroxil %

> 0,"+NO — ONOO — ONOO + H" — OH-

O desequilibrio no estado redox tem efeito potencialmente deletério sobre a
biologia celular. Por isso, existem varios mecanismos antioxidantes envolvidos na
protecdo da célula e do organismo para um eventual dano causado por quantidades

excessivas dos mediadores altamente reativos B,

1.4 Defesas antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias enddgenas ou exdgenas que diminuem a formacao de
radicais livres ou reagem com 0s mesmos, estabilizando-os. Os RL s&o eliminados
do organismo ao reagirem com outro radical ou com o sistema antioxidante, que age
de varias formas para anular a acdo do radical livre, inativando as EAO ou se ligando
aos fons metais de transicio 2" As defesas antioxidantes foram desenvolvidas
durante o processo evolutivo para inibir as espécies toxicas. O sistema de defesa
antioxidante pode ser enzimatico ou ndo enzimético B”. Os sistemas de protecéo
enddgena sdo chamados de reserva antioxidante e incluem as defesas enzimaticas:
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa dissulfeto redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST) M. As defesas
ndo enzimaticas sdo: a-tocoferol ou vitamina E, B-caroteno, &cido ascorbico ou
vitamina C, glutationa, flavondides, bilirrubina, ceruloplasmina, horménios sexuais,

melatonina, coenzima Q e &cido drico . Embora a composicao seja diferente de
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tecido a tecido, de tipo de célula a tipo de célula e possivelmente de célula a célula
do mesmo tipo em um dado tecido, as defesas antioxidantes se encontram
amplamente distribuidas no organismo "' e compreendem agentes que removem
cataliticamente os radicais livres (antioxidantes enzimaticos); proteinas que
minimizam a disponibilidade de pro-oxidantes (ions de ferro e cobre) ao se ligarem
aos mesmos, como as transferrinas; agentes de baixo peso molecular que aprisionam
espécies reativas de oxigénio, como glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol, acido
ascorbico e a bilirrubina. Podem ser divididas em 3 grupos: antioxidantes primario,
secundario e terciario. O primeiro previne a formacdo de novos RL e é representado
pela superdxido dismutase (SOD), pela glutationa peroxidase (GPx) e pelas proteinas
de unido com metais (ferritina e ceruloplasmina). O segundo capta os radicais,
evitando as reacdes em cadeia, e € representado pela vitamina E, pela vitamina C,
pelo &cido Urico e pela albumina. O terceiro repara moléculas lesadas por radicais,
por exemplo, a enzima reparadora de DNA.

1.5 Defesas Antioxidantes Enzimaticas

O sistema antioxidante enzimatico é responsavel por manter o equilibrio entre
as substancias pré-oxidantes e antioxidantes, as quais o organismo fica exposto. Esse
sistema compreende enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa S-transferase (GST), que desempenham
um papel especifico no controle do balanco oxidativo, como demonstra a figura 3 7.

/ [H20,) Y [2 GSH | NADP++H+
17,0, ./\.-J\-. GSSG /\ [NADPH |

Figura 3. Acdo das enzimas antioxidantes.

A SOD tem como funcdo atuar na dismutacdo do a&nion superdxido em

perdxido de hidrogénio e oxigénio. Esta enzima apresenta trés formas: a Cu-ZnSOD,
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localizada no citosol; a Cu-ZnSOD localizada no endotélio vascular e a SOD-Mn,
localizada na matriz mitocondrial. A acdo catalitica da SOD é expressa como se
segue:

SOD

> 20,7+ 2H" —— H,0, + Oy

O produto final da dismutagdo do anion superdxido é o peréxido de hidrogénio
e 0 oxigénio. O H,0,, apesar de ndo ser um radical, reage com facilidade originando
o radical hidroxil. A remocdo dos perdxidos ocorre por acdo da catalase e da
glutationa peroxidase, sendo que a catalase tem mais afinidade ao perdxido de
hidrogénio de metil e etil, enquanto a glutationa peroxidase catalisa a reducéo de
peréxido de hidrogénio e de hidroperéxidos organicos [!!. A acéo da catalase sobre o
peréxido é expressa como se segue:

CATALASE

> 2 H202 > 02 + ZHZO

A GPx esta situada no citosol e na matriz mitocondrial, e tem como funcéo
reduzir o perdxido de hidrogénio a &gua, por meio da oxidacdo da glutationa
reduzida (GSH). Para o restabelecimento da glutationa oxidada (GSSG) a reduzida, €
necessario que haja a regeneracdo da GSSG por meio da Glutationa Redutase (GR),

com consumo de NADPH, conforme a reacdo expressa a segulir:

GPx
> H202 \ > 2H20
GSH GSSG
NADP”* NADPH

As glutationas S-transferases (GSTs) compreendem uma familia de enzimas
que catalisam o ataque nucleofilico da forma reduzida da glutationa (GSH) a
compostos que apresentam carbono, nitrogénio ou enxofre eletrofilico **!. Elas
podem ser divididas em trés familias: GST citosélica, GST mitocondrial e GST
microssomal; as duas primeiras sdo enzimas sollveis, enquanto as do tipo
microssomal estdo associadas & membrana. Estas enzimas estdo presentes no meio

biolégico na forma de homo ou heterodimeros, que possuem dois sitios ativos por
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dimero com atividades independentes um do outro ¥, Cada um consiste de duas
regides de ligacdo, uma para a glutationa (GSH), especifica para este tripeptideo, e
outra regido com menor especifidade para os substratos eletréfilos 4. Seus
substratos mais comuns incluem haletos de alquila, epdxidos, compostos a,p-
insaturados (quinonas, iminoquinonas, aldeidos, cetonas, lactonas e ésteres), haletos

de arila e nitro aromaticos 1 [461 [47]

Glutationas transferases participam do
metabolismo de compostos endogenos, como catabolismo de aminoacidos
(fenilalanina e tirosina) ¥, conversdo do colesterol em horménios esteroidais
(testosterona e progesterona) por reacdes de oxidacéo e isomerizacdo %, e a sua
presenca na mitocréndria e nos peroxissomos sugere que elas também estariam
envolvidas em processos de detoxificacdo dos subprodutos da B-oxidacdo de acidos
graxos . A peroxidacdo de &cidos graxos das membranas celulares forma
eletrofilos, como aldeidos, hidroxialdeidos, cetoaldeidos o,B-insaturados e seus
respectivos epéxidos, que sdo genotéxicos %, e sua formacdo excessiva pode ser

controlada pela agdo de GSTs [ 5

, pela adicdo conjugada da glutationa (GSH) a
aldeidos a,B-insaturados %,

Além disso, estas enzimas participam do metabolismo de xenobidticos,
compostos quimicos naturais e/ou ndo naturais aos quais 0S seres Vivos estdo
continuamente expostos que podem interagir de maneira deletéria ao organismo. A
detoxificacdo enzimatica de xenobidticos possui trés fases diferentes. Nas primeiras
duas fases, pode-se observar a transformacdo do xenobidtico em metabdlitos mais
sollveis em agua e menos toxicos, por conjugacdo com substratos enddgenos. Na
ultima fase, os metabdlitos sdo transportados para o fora da célula e excretados,
envolvendo a participacdo de transportadores especificos para reconhecer 0s
conjugados glutationa-xenobidticos, onde sdo clivados pelas enzimas y-glutamil
transpeptidase (YyGT) e dipeptidases na membrana externa celular. A formacao de
conjugados com a glutationa é a principal reacdo, do ponto de vista quantitativo, para
muitos xenobioticos, representando evolutivamente um mecanismo de defesa celular
BU (os niveis celulares de GSH, em condigdes normais, estdo altamente elevados -
aproximadamente 10 mM). Esse sistema de defesa integrado depende da agéo
combinada de outras enzimas, para fornecer glutationa, e de transportadores para
facilitar a elimina¢do dos conjugados de GSH, que podem ser mais tdxicos que o

préprio xenobidtico %,
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1.6 Melatonina

O estresse oxidativo desempenha um papel central na patogénese e
progressdo de doencas hepaticas e de tecidos adjacentes, como o tecido intestinal.
Assim, 0 uso de antioxidantes tem sido proposto como agente terapéutico, para
recuperar os danos sistémicos e locais % 1 B B8 591 A melatonina (MLT) — N-
acetil-5-metoxitriptamina - € uma indolamina lipofilica, derivada do triptofano e
produzida principalmente pela glandula pineal dos vertebrados, mas também pode
ser encontrada em outros 6rgaos [ 1 621 %3] g3 ytilizagdo esta relacionada ao
controle e tratamento de alteracdes ligadas ao ritmo circadiano % e as acdes

protetoras estdo ligadas ao seu potente efeito antioxidante 6! 1661 (6711641

HyC

HM HN‘\"_,EH;

o]

Melatonina
MLT

Figura 4. Estrutura quimica da melatonina.

As caracteristicas que conferem acdo antioxidante a molécula baseiam-se na
sua capacidade de atuar como um doador de elétrons em processos ndo enzimaticos,
de atravessar facilmente barreiras morfofisioldgicas e de acessar rapidamente locais
de producdo de radicais livres como, por exemplo, as mitocéndrias, onde a geracéo
de radicais livres é especialmente elevada ! [ A MLT também age sobre os
radicais livres, indiretamente, pela estimulacdo de varias enzimas antioxidantes e
pela acdo de seus metabélitos que atuam como varredores de RL 4. Além disso, ela
exibe atividade anti-inflamatdria significativa 7 4 cuja eficacia é resultante da sua
capacidade de reduzir a expressdo e a atividade da 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS) e da ciclo-oxigenase (COX), limitando a producéo de varias moléculas pro-
inflamatorias °®1. A melatonina ¢é responséavel pela modulagdo da producgdo destes
fatores pela regulagéo de fatores de transcricdo, como o fator nuclear-kB (NF-KB), o
fator nuclear eritréide-2 (Nrf-2) e o fator induzivel por hipéxia (HIF) [6° [6¢1 [64]

Assim, é possivel que sistemas biologicos expostos a MLT apresentem niveis
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elevados de enzimas detoxificantes da fase I, cujos promotores séo regulados direta
ou indiretamente por fatores nucleares % 71 o que contribui para as defesas
antioxidantes das celulas, por meio da regulacdo génica, e 0s torna mais preparados
para situages de estresse oxidativo ou de toxicidade ("',

Estudos realizados com melatonina demonstram sua atuagdo como
neuroprotetora, cardioprotetora e anticarcinogénica ™. Curiosamente, ela atua de
forma oposta em células normais e em células tumorais %, dualidade que a permite
ser considerada um bom recurso terapéutico no tecido hepatico carcinogénico e no
tecido intestinal adjacente. Em suma, a melatonina influencia 0s mecanismos que
regulam o estresse celular e oxidativo, além de estimular e inibir diversas rotas
moleculares, tornando-a um interessante agente farmacologico na carcinogénese e
seus efeitos em tecidos adjacentes.

Com base nessas consideracbes, o0 estudo utilizou a inducdo quimica da
carcinogénese por meio de agente carcindgeno hepatico, dietilnitrosamina (DEN), e
do composto genotdxico, acetaminofluoreno-2 (2-AAF), em uma Unica
administracdo, para o desenvolvimento de um modelo experimental de carcinogénese
hepatica em ratos e avaliou, nesse modelo, 0 estresse oxidativo no intestino desses

animais.
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Il. OBJETIVOS

[1.1. Objetivo Geral

Avaliar, em um modelo experimental de carcinogénese hepética induzida por
DEN em ratos, o estresse oxidativo no intestino e a acdo da melatonina neste

modelo.

[1.2. Objetivos Especificos

[1.2.1. Avaliar as enzimas de integridade e funcdo hepatica aspartato
aminotrasferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), y-
glutamil-transferase (yGT) para verificagdo de funcéo e integridade hepética;

[1.2.2. Avaliar histologicamente o intestino desses animais pela coloragédo de
HE;

[1.2.3. Determinar o dano ao DNA pelo Ensaio Cometa no intestino desses
animais;

11.2.4. Avaliar a Lipoperoxidagdo e a atividade das enzimas antioxidantes

SOD e GST no intestino desses animais.
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1. TRABALHO EXPERIMENTAL

1. Resumo

As lesdes hepéticas podem causar danos ao DNA e originar cancer através de
mutacBes ou delecBes nos genes supressores tumorais. Elas também levam a um
impacto na homeostase intestinal por mecanismos que incluem alteracées no estado
redox. O dano oxidativo contribui para a patogénese e progressdo de doencas
hepaticas e de tecidos adjacentes e o uso de antioxidantes pode retardar a formacéo
de radicais livres. O presente estudo propde avaliar o estresse oxidativo no intestino
de ratos e o efeito da melatonina, em periodos diferentes de tratamento, em um
modelo de carcinogénese hepatica induzida por dietilnitrosamina. Ratos Wistar
machos foram utilizados, com peso médio de 140g, divididos em 5 grupos: Controle
(CO); Controle + Melatonina (CO+MLT); de Dietilnitrosamina (DEN); DEN e
melatonina a partir da 5% semana (DEN+MLTs) e DEN e melatonina a partir da 122
semana (DEN+MLTj;). Os animais foram submetidos & administracéo
intraperitoneal de dietilnitrosamina 50mg/kg de peso corporal, por um periodo
cronico e intermitente. O tratamento com a melatonina via oral, diluido 20mg/L na
agua de beber, se iniciou na 5% ou na 122 semanas posteriores a exposicdo & DEN. As
analises das enzimas de integridade hepatica foram realizadas por métodos de rotina
do HCPA. A avaliacdo da mutagenicidade nas células intestinais foi realizada pelo
ensaio cometa. As andlises histoldgicas do intestino foram realizadas pela coloracdo
de Hematoxilina-Eosina. O homogeneizado do intestino foi utilizado para avalia¢éo
do estresse oxidativo através das substancias que reagem ao acido tiobarbitdrico e
avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e GST. A analise estatistica
utilizada foi ANOVA ONEWAY seguida de teste post hoc de Tukey, p<0,05.
Nossos resultados mostraram que a melatonina ndo alterou o peso dos animais
submetidos a inducdo da carcinogénese. O tratamento com melatonina foi capaz de
diminuir as concentra¢des séricas das enzimas de integridade hepatica AST e yGT ¢
de atenuar o processo inflamatério do intestino desses animais e 0s niveis de
lipoperoxidagdo, em ambos os periodos de tratamento. Foi observada redugdo na
atividade das enzimas antioxidantes SOD e GST dos animais tratados, o que
demonstra que a melatonina interfere nas defesas antioxidantes do intestino. Esses
resultados sugerem que a melatonina desempenhou um papel protetor no figado e um

papel anti-inflamatério e antioxidante no intestino de ratos submetidos a exposigédo
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de um agente carcinogénico. Assim, podemos observar um potencial recurso
terapéutico, dado que sua agdo foi observada no tecido intestinal e em tecidos

adjacentes.

Palavras-chave: Carcinogénese hepatica, estresse oxidativo, melatonina, intestino.

2. Introducao

O carcinoma hepatocelular (CHC) é um dos tumores mais comuns do mundo
e a sua associagdo com cirrose ocorre na maioria dos casos M. As lesges hepaticas,
mediadas por radicais livres, podem causar lesbes ao DNA e originar o cancer,
através de mutagGes ou delecdes nos genes supressores tumorais . A progressio da
tumoracdo envolve fatores de ordem genética, como a angiogénese, fundamental
para 0 crescimento e as metastases dos tumores /.

Doencas hepéticas tém também um impacto na homeostase intestinal,
levando a dishiose e permeabilidade da barreira intestinal, o que exacerba a
incidéncia de CHC quimicamente induzido ™. Alteracdes na permeabilidade
permitem toxinas atravessarem a barreira intestinal e ativar as células para
superproduzirem citocinas pré-inflamatorias, que poderdo causar lesao/inflamacéo
do figado. Os mecanismos para as mudancas na permeabilidade intestinal séo
multiplos e incluem alteracdes no estado redox 2. Esse aumento na permeabilidade
da mucosa intestinal e a translocacdo bacteriana produzem altos niveis de
lipopolissacarideo (LPS), citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-1) e leva a
inflamagéo e ao dano oxidativo hepatico [*311¢,

A geracdo de EAO e RL contribui com um ambiente favoravel aos maltiplos
processos que envolvem o crescimento tumoral e o estresse oxidativo desempenha
um papel central na patogénese e progressdo de doencas hepaticas e de tecidos
adjacentes, por isso 0 uso de antioxidantes tem sido proposto como agente
terapéutico . A presenca do dano oxidativo nas doencas intestinais e hepaticas
compreende a peroxidacdo dos lipidios da membrana, a oxidacdo de proteinas e 0s
danos a0 DNA por espécies ativas de oxigénio (EAO) B O sistema de defesa
antioxidante, enziméatico ou ndo-enzimatico, evoluiu para mitigar a acdo das EAO e

incluem as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
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peroxidase (GPx), glutationa dissulfeto redutase (GR) e glutationa transferase (GST),
além de o-tocoferol, B-caroteno, &cido ascorbico, acido Urico, glutationa e
flavonoides "2,

Assim, a hipoOtese do presente estudo é que 0 processo de carcinogénese
hepatica pode levar a alteracdes fisiologicas no intestino, decorrentes da proximidade
anatdmica ao figado, e que se houver inflamacdo estabelecida, esta possa ter
repercussao sobre os parametros de estresse oxidativo.

O modelo experimental utilizado foi a carcinogénese hepética induzida pela
dietilnitrosamina (DEN), um agente quimico carcindgeno, que pode desenvolver
tumor no figado, trato gastrointestinal e em outros 6rgdos Y. Estudos anteriores
demonstraram que a capacidade carcinogénica da molécula se d& pelo dano na
estrutura do DNA e pela potencializacdo do estresse oxidativo, o que contribui para a

[22l Neste modelo de CHC, o tumor se desenvolve

hepatocarcinogénese
espontaneamente, no ambiente da fibrose, e reproduz o ciclo inflamacéo — fibrose —
esteatose — cirrose — malignidade, mimetizando a evolu¢do do crescimento do
carcinoma 41,

Na patogénese da doenca intestinal inflamatdria, muitos fatores estdo
implicados, como a infiltracdo leucocitaria e a superproducdo de agentes pro-
inflamatorios. A lesdo tecidual vem sendo atribuida a sua capacidade de liberar
grande variedade de EAO e de nitrogénio. Esses agentes estdo envolvidos no
desenvolvimento da lesdo tecidual em véarias doencas inflamatoérias. A capacidade
antioxidante do colon é relativamente deficiente, quando comparada a de outros
orgdos e tecidos. Assim, o dano oxidativo ocorre de forma intensa e marcada na
mucosa coldnica 3. Aumento significativo da migracdo e adesdo leucocitaria aos
vasos do segmento examinado é observado em animais com colite. Essa migracdo
leucocitaria é responsavel pela elevada concentracdo de EAO no tecido afetado e esta
elevacdo causa dano tecidual [,

A melatonina (MLT), N-acetil-5-metoxitriptamina, € uma indolamina
lipofilica derivada do triptofano, produzida principalmente pela glandula pineal dos

60 sya

vertebrados e envolvida no controle do ciclo circadiano em mamiferos
sintese e secrecdo sdo ritmicas, com altas concentragcBes encontradas durante o
periodo escuro e baixas durante o periodo claro [, Ela apresenta poder antioxidante
e tem um papel hepatoprotetor, tanto em modelos celulares, como em modelos

animais de doencas hepaticas . Sua atuacio ocorre nas defesas antioxidantes das
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células pela regulacdo génica, uma vez que 0s promotores de enzimas antioxidantes
sdo regulados direta ou indiretamente por fatores nucleares, inibidos pela MLT ],
Além disso, uma significativa atividade anti-inflamatdria é observada, resultante da
sua capacidade de reduzir a expressao e a atividade das enzimas 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) e ciclo-oxigenase (COX), o que limita a producéo de moléculas pro-
inflamatérias [°®. Ela também varre o radical téxico hidroxil, o anion peroxinitrito, o

radical peroxil e suprime o oxigénio singlet ['®

. Altas concentracbes foram
encontradas no trato gastrointestinal " e a melatonina modula algumas funcdes
gastrointestinais, como o tempo de transito alimentar e motilidade gastrointestinal ["®
[79] Essas caracteristicas permitem que ela seja um bom recurso terapéutico no CHC,
como um agente farmacoldgico na carcinogénese. Esse estudo se propde a avaliar o
aspecto histoldgico e os parametros de estresse oxidativo intestinais, bem como a
acdo da melatonina no modelo experimental de carcinogénese hepatica induzida por

DEN.
3. Materiais e Métodos

3.1 Animais e reagentes

Os procedimentos com 0s animais foram de acordo com o preconizado pela
Comisséo de Pesquisa e Etica em Sadde do Grupo de Pesquisa de Pés-Graduagdo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Goldin e Raymundo, 1997). O estudo também
obedeceu e seguiu a Legislacdo Brasileira que rege o uso cientifico de Animais (Lei
Federal n® 11.794/08) e o Cddigo Estadual de Protecdo aos Animais (Lei Estadual n°
11.915/2003), com politicas locais no cuidado e uso de animais de acordo com 0s
codigos relacionados a préatica. O projeto foi aprovado pelo comité de ética local,
FIPE 12-0355.

Ratos machos da linhagem Wistar, provenientes da FEPES, com peso de
aproximadamente 140g foram utilizados. Os animais receberam alimentacao
recomendada pelo National Institute of Health — U.S.A. e 4gua "ad libitum", e foram
mantidos no Centro de Experimentacdo Animal do HCPA durante o experimento,
acondicionados em caixas plasticas de 47 x 34 x 18 cm forradas com maravalha (5
animais em cada caixa), em ciclo de 12 horas claro/escuro e temperatura entre 20 e
25°C.
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A Melatonina utilizada neste estudo (SIGMA Chemical Co St Louis, Mo) foi
administrada via oral (VO) e preparada 3 vezes por semana. Foram pesados 16mg de
MLT dissolvidos em etanol (ImL 100%, vol/vol), solugédo diluida na agua de beber
na concentracdo final de 20mg/L (Molperces et al., 2007) . Para ter o volume
ingerido controlado, os animais foram colocados em caixas separadas e seus volumes

de 4gua foram medidos a cada dois dias.

3.2 Delineamento Experimental

Na etapa de desenvolvimento do modelo experimental (19 semanas) foi
realizada a inducdo quimica do CHC e posteriormente o tratamento com a
melatonina, que teve inicio na 5% e na 122 semana, tempos escolhidos com base em
estudo prévio de carcinogénese experimental que caracterizou a fase inflamatoria na
5% semana e a fase cirrotica na 122 semana de exposi¢do ao DEN (Diethynitrosamine
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), cuja administracdo foi realizada via
intraperitoneal (IP) na concentracdo final de 50mg/kg de peso corporal, sendo esta
parte desenvolvida para o trabalho de doutorado do grupo de pesquisa ao qual este
trabalho esta vinculado.

Com o desenho experimental apresentado na Figura 1, foi possivel
acompanhar a acdo da melatonina sobre processo inflamatorio no tecido hepéatico em
processo de carcinogénese e sobre tecido hepatico cirrético em processo de
carcinogénese.

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=12): grupo
controle (CO), grupo controle com administracdo de melatonina (CO + MLT), grupo
submetido a administracdo de DEN (DEN), grupo submetido a administracdo de
DEN com administracdo de melatonina iniciada na 5% semana (DEN+MLTs) —
tratamento precoce - e grupo submetido a administracdo de DEN com administracdo
de melatonina iniciada na 12 semana (DEN+MLT,) — tratamento tardio, sendo que
o0 grupo controle foi submetido a administracdo intraperitoneal de solucéo fisiologica

e 0S grupos experimentais, de dietilnitrosamina 50mg/kg.
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SEMANAS

¢t | A 0
I Administracio de DEN 2 vezes por semana ’ Administragdo de 2-AAF (100mg/Kg)
I Administracio de DEN 1 vez por semana ‘ Inicio da administracdo de melatonina (fase inflamatoria)
[ ] Administracio de DEN suspensa ﬂ Inicio da administra¢io de melatonina (fase cirrotica)
O Eutanasia

Figura 5. Diagrama do desenho experimental.

Transcorrido esse periodo, os animais foram eutanasiados. O processo
iniciou-se com a anestesia do animal mediante a administracdo de farmacos
anestésicos, uma mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e
Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg de peso corporal, intraperitonealmente. Foi
retirado o sangue do seio orbital para as andlises e, apos, foi realizada tricotomia
manual da regido abdominal, seguida de intervencdo cirirgica, com uma laparotomia
ventral média, onde, foi realizada uma anélise qualitativa avaliando o aspecto do
tumor e foram retirados os demais tecidos a serem avaliados, como o intestino grosso
distal.

3.3 Anélises das enzimas de funcdo e Integridade Hepatica
O sangue foi coletado pela técnica da pun¢do do plexo venoso retro-orbital com tubo
de capilar de vidro heparinizado e foi acondicionado em frascos devidamente
preparados para serem realizadas as andalises de aspartato aminotrasferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), y-glutamil-transferase
(yGT). As dosagens séricas foram realizadas por métodos de rotina do HCPA para
AST, ALT, yGT e FA.

3.4 Anélises Anatomopatoldgicas

O material retirado foi fixado em formalina tamponada. A seguir, foi
impregnado em blocos de parafina, subsequentemente cortados em micrétomo
rotativo com espessura de 6 pm. As laminas contendo os cortes foram coradas pela
técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) para a avaliacdo do aspecto histoldgico nas

amostras e analisadas em microscopio binocular Nikon Labophot nos aumentos de
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100X e 200X. O protocolo para avaliagio histoldgica da mucosa baseou-se no indice
Histoldgico de Atividade Inflamatéria, descrito por Sandborn (1995) Y de acordo

com a Tabela 1:

Grau Achados Microscopicos
0 Normal
1 Leve Polimorfos nucleares (PMN) difusos na lamina propria

Criptite ocasional
Minima destruicdo glandular e ulceracdo
2 Moderado Moderado niumero de PMN na Idmina propria com criptite e abscessos
Alguma destruicdo glandular
3 Grave Numerosos PMN com abundante criptite
Abscessos criticos
Destruicio celular extensa

Ulceracdo pode ser proeminente

Tabela 1. indices microscopicos segundo Sandborn (1995).

3.5 Determinacéo da mutagenicidade pelo Ensaio Cometa

A versdo alcalina do teste cometa foi utilizada. Aliquotas de 10 ul das
amostras foram misturadas com uma fina camada de agarose “low melting” e
colocadas sobre laminas pré-cobertas com agarose normal; estas laminas foram
mergulhadas em uma solucéo de lise para o rompimento das membranas celulares. A
lise celular permitiu a migracdo dos fragmentos de DNA por eletroforese. Apds, as
laminas foram incubadas em tampdo alcalino, estabilizadas apos a eletroforese com
tampdo Tris e coradas com solucédo de prata. Os resultados serdo expressos em indice
de danos (ID) e frequéncia de danos (FD). O ID foi obtido pela avaliacdo visual das
classes de dano, que variam de 0 a 4. A FD foi calculada baseada no numero de
células com cauda versus aquelas sem cauda (Speit & Hartmann 1999; Tice, Agurell
et al. 2000) (821831,

3.6 Preparacao do homogeneizado

Os intestinos foram pesados e homogeneizados durante 1 minuto em
ULTRA-TURRAX a temperatura de 0-4°C em solucdo tampéo fosfato 1,15% (5 mL
por grama de tecido) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), na concentracdo de
100 mM em isopropanol (10 puL/mL de KCI). Apds, os homogeneizados foram
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm em centrifuga refrigerada (4 °C). O



31

precipitado foi desprezado e o sobrenadante retirado, pipetado em ependorfes e
armazenado a -80 °C para as posteriores analises (Llesuy et al., 1985) 84,

3.7 Determinacéo de proteinas

A quantificacdo das proteinas do homogeneizado foi determinada pelo
método de Bradford, utilizando solucdo de albumina bovina como padrdo para a
curva de concentracao do calculo. Uma aliquota de 1 pL foi adicionada a 40 pL de
reativo Coomassie Brilliant Blue durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
leitura foi realizada espectrofotometricamente a 595nm e os valores foram expressos
em mg/ml (Bradford, 1976) .

3.8 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS)

A quantidade de malondialdeido (MDA) gerada pela peroxidacao lipidica é
mensurada pela técnica de TBARS, que mensura a quantidade de substancias que
reagem ao Acido Tiobarbiturico com formacdo de um produto corado. As amostras
foram incubadas a 100°C durante 15 minutos apds a adicdo de 0,5 mL de acido
tiobarbitdrico (TBA) 0,67% e de 0,75 mL &cido tricloroacético (TCA) 10% e
centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apds, foi retirada a fracdo com o
produto corado e realizada a leitura em espectrofotdmetro com um comprimento de
onda de 535 nm (Buege & Aust, 1978) (¢,

3.9 Avaliagéo da Atividade das Enzimas Antioxidantes

A analise da enzima superdxido dismutase (SOD) é baseada na capacidade de
inibir a reacdo do radical superdxido (substrato enzimatico) com adrenalina
(detector). No meio alcalino, a adrenalina se transforma em adrenocromo. A leitura
foi realizada a 480 nm e os dados foram expressos em Unidades de SOD por
miligrama de proteina (Usop/ mg proteina) (Misra & Fridovich, 1972) B]. As GSTs,
catalisadoras de reacGes de conjugacdo de glutationa reduzida (GSH) com diversos
xenobidticos, sdo ativas com o composto 1-cloro-2,4dinitro benzeno (CDNB). O
ensaio realizado foi baseado na capacidade da GST de combinar o CDNB com a
GSH, formando 2,4-dinitro-fenil-glutationa (DNP-SG), um composto corado. A
formagdo do DNP-SG foi avaliada espectofotometricamente no comprimento de
onda de 340 nm durante 1 minuto e os resultados foram expressos em

umoles/minuto/mg de proteina (Mannervik & Gluthemberg, 1981) 8,
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3.10 Analise Estatistica

Os dados quantitativos gerados foram descritos por média e desvio padrdo. A
comparacdo dos grupos foi realizada pelo procedimento de analise de variaveis de
medidas repetidas ou de acordo com o modelo experimental por ANOVA
ONEWAY. A localizacdo de diferenca foi executada pelo procedimento de Tuckey,
considerado com significancia estatistica o p<0,05. Para analise de correlacdo foi
utilizado o teste de Pearson (chi-square) com significancia estatistica de p<0,05.

Todos os dados analisados com o programa SPSS verséo 17.0.

4. Resultados

O peso final dos animais é demonstrado na Figura 6. Foi observada diferenca
significativa no peso final dos animais dos grupos DEN, DEN + MLTs e DEN +
MLT, em relacdo aos grupos controles, indicando que os animais que receberam
administracdo intraperitoneal de dietilnitrosamina obtiveram peso menor em
comparagdo aos animais controles. Ndo houve variacdo na ingesta de melatonina na
agua de beber em mg/kg/dia entre os grupos (CO + MLT = 1,46 + 0,17; DEN +
MLTs=1,59 £ 0,17 e DEN + MLT;, = 1,63 + 0,26).

Peso

I |

*
CO+MLT DEN DEN + DEN +
MLT 5 MLT 12

600 -

500 -
400 -
300 -
200 -
100 -
0 :
co

Peso (g)

-

Grupos Experimentais

Figura 6. Valores médios do Peso Final dos diferentes grupos. Os resultados acima sdo expressos
como a média + desvio padrdo da média (DPM). A notacdo * indica diferenga significativa em

relacdo aos grupos controles (P<0,05).
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Foram analisadas as enzimas de integridade hepatica, conforme mostrado na
Tabela 2. Em relagio a AST, o grupo DEN apresentou niveis aumentados
significativamente em relacdo aos grupos controles e o grupo DEN + MLTy,
apresentou niveis diminuidos significativamente em relagdo ao grupo DEN. Em
relagdo a ALT, ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Em relagdo a FA, o
grupo DEN apresentou niveis aumentados significativamente em relagdo aos grupos
controles, mas nenhuma diferenca foi observada nos grupos tratados. Em relacéo a
yGT, os grupos DEN, DEN + MLTs e DEN + MLT;, apresentaram niveis
aumentados significativamente em relacdo aos grupos controles, e o grupo DEN +
MLT, apresentou niveis diminuidos significativamente em relacéo ao grupo DEN.

B Grupos Experimentais
(UL) co CO + MLT DEN DEN + MLT5 DEN + MLT12
#

AST 1346+ 11,7 1075+7,78 235 + 71 165,5 + 50,47 14328 £ 27,9
*

ALT 68,4+ 146 54+ 15,5 124,2 + 39,8 102 + 36,8 958+ 188

FA 12784592 1115502 316 + 98,97 2153+ 98,7 212,5 + 46,58
*

YGT 0,6+ 0,89 00+0,0 49,75+ 9 28,57 + 16,92 25, + 14,54
* *

Tabela 2. Valores médios das enzimas plasmaticas aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama glutamil transferase (yGT) dos diferentes
grupos. Os resultados acima s&o expressos como a média + desvio padrdo da média (DPM), A notagdo
* indica diferenca significativa em relacdo aos grupos controles e a notagdo # indica diferenca

significativa em relacdo ao grupo DEN. P<0,05 (teste post hoc de Tukey).
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Os indices de dano histologicos na avaliacdo do intestino dos diferentes
grupos estudados estdo apresentados na Tabela 3. Houve aumento significativo no
indice de dano dos animais do grupo DEN em relacdo aos grupos controles e
diminuicdo significativa dos grupos DEN + MLTs e DEN + MLT, em relacdo ao
grupo DEN. Foi observado um infiltrado inflamatdrio, destruicdo das criptas e da
submucosa nos animais submetidos a dietilnitrosamina, conforme Figura 7, e 0

tratamento com melatonina atenuou estas alteracoes.

Grupos

b . co CO +MLT DEN DEN +MLT5 DEN + MLT12

Experimentais

- # #

Indice de 0£0 00 225+05 1+0756 110,632
Dano *

Tabela 3. Valores médios dos indices de dano microscépicos no tecido intestinal de ratos. Os
resultados acima s&o expressos como a média + desvio padrdo da média (DPM), A notagdo * indica
diferenca significativa em relagéo aos grupos controles e a notacéo # indica diferenca significativa em

relagdo ao grupo DEN. P<0,05 (teste post hoc de Tukey).

Figura 7. Avaliagdo histopatoldgica dos intestinos de rato dos diferentes grupos experimentais
(coloragdo H&E x100). (A) e (B) grupo controle (CO), (C) e (D) grupo dietilnitrosamina (DEN), (E) e
(F) grupo de tratamento com melatonina a partir da 5% semana (DEN +MLT5s) e (G) e (H) grupo de

tratamento com melatonina a partir da 122 semana (DEN +MLT,).

Legenda: criptas (CP), submucosa (SM) e infiltrado inflamatério (IF).
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O ensaio cometa detecta danos de DNA em células eucaridticas, e foi
utilizado para avaliar as células do intestino. De acordo com os resultados mostrados
na Tabela 4, o indice de dano (ID) nas células intestinais e a frequéncia de dano (FD)

ndo apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos.

Grupos indice de Dano Frequéncia de Dano
co 21741234 783175
CO + MLT 2725%0,7 85+1,4
DEN 276+ 64,9 93+6,7
DEN + MLT5 302 £65,7 89,8+134
DEN + MLT12 264,1£89,3 84,3+84,2

Tabela 4. Resultados do Ensaio Cometa no intestino dos diferentes grupos. Os valores acima sdo
expressos como a média + desvio padrdo da média (DPM). indice de Dano: 0 (sem dano, 100 células
x 0) a 400 (com dano méximo, 100 células x 4); Frequéncia de Dano (%): célculo baseado no nimero

de células com cauda versus o nimero de células sem cauda. P>0,05 (teste post hoc de Tukey).

Os valores de lipoperoxidacdo no tecido intestinal, mostrados na Figura 8,
avaliados pelo método das substancias reativas ao &cido tiobarbiturico,
demonstraram aumento significativo do grupo DEN em relagdo aos grupos controles
e diminuicdo significativa dos grupos DEN + MLTs e DEN + MLT;, em relacdo ao
grupo DEN, observando-se reducdo da lipoperoxidacdo intestinal nesses animais

submetidos a administracdo do antioxidante melatonina.

Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitarico
1+
®

09 |

038
P #
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=] 03
= ;
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02
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co CO+MLT DEN DEN +MLT 5 DEN +MLT 12
Grupos Experimentais

Figura 8. Efeito da melatonina sobre as espécies reativas ao acide tiobarbiturico (TBA-RS) em homogeneizados de
intestino de rato. Os valores s8o expressos como a média + desvio padrdo da média (DPM) de experimento feito em
duplicata. Foi observada uma diferenga significativa do grupo DEN em relagéo aos grupos controles (notagéio s ) e
uma diferenga significativa dos grupos DEN+MLT5 e DEN+MLT12 em relagdo ao grupo DEN (notagdo # ). P<0,05
(teste post hoc de Tukey).
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Os resultados da atividade da enzima SOD em homogeneizado de intestino
séo apresentados na Figura 9. Houve aumento significativo da atividade da SOD nos
animais do grupo DEN em relacdo aos grupos controles e reducéo significativa da
atividade enzimatica nos animais dos grupos DEN + MLTs e DEN + MLT;, em
relagdo ao grupo DEN, sendo que no grupo DEN + MLTs, a atividade da enzima
retorna aos valores dos grupos controles; evidenciando o efeito do tratamento com

melatonina na reducdo da atividade enzimatica da SOD.

Atividade da Superoéxido Dismutase
900 - *
£
5 800
s
=
B 700
=
o 600 #
E
S 500
8 400
o #
=
Lt
K 300
=
. 200 -
5
100 -
0 . : . . .
co CO+MLT DEN DEN +MLT 5 DEN +MLT 12
Grupos Experimentais

Figura 9. Efeito da melatonina sobre os niveis da enzima superoxido dismutase (SOD) em homogeneizados de
intestino de rato. Os valores s8o expressos como a média + desvio padro da média (DPM) de experimento feito em
duplicata. Foi observada uma diferenca significativa do grupo DEN em relagéo aos grupos controles (notagéo % ) e
uma diferenga significativa dos grupos DEN+MLT5 e DEN+MLT12 em relagdo ao grupc DEN (notagdo # ). P<0,05
(teste post hoc de Tukey).
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Os valores da atividade da enzima GST em homogeneizado de intestino de
ratos sdo ilustrados na Figura 10. A GST apresentou atividade significativamente
aumentada nos animais do grupo DEN em relacdo ao grupo controle e
significativamente diminuida nos animais do grupo DEN + MLTs e DEN + MLTy,
em relacdo ao grupo DEN, mostrando o efeito do tratamento com melatonina
também na reducéo da atividade enzimética da GST. N&o foram mostrados os dados

do grupo CO + MLT por ndo haver amostra suficiente para realizar o experimento.

Atividade da Glutationa S-transferase

11

DEN+MLT 5 DEN +MLT 12

600

%k
500
400
300
200
100 ~
0 T T
Co DEN

Grupos Experimentais

uMOL de GST/min/mg de proteina

Figura 10. Efeito da melatonina sobre os niveis da enzima glutationa S-transferase (GST) em homogensizados de
intestino de rate. Os valores séo expressos como a média + desvio padréo da média (DPM) do experimento. Foi
observada uma diferenga significativa do grupo DEN em relagdo ao grupo controle (notagdo % ) e uma diferenga
significativa dos grupos DEN+MLT5 @ DEN+MLT12 em relagéo ao grupe DEN (notagéo # ). P<0,05 (teste post hoc de
Tukey).

Foram realizadas correlacdes entre o grau histolégico de lesdo observado no
intestino (0 — Normal, 1 — Leve, 2 — Moderado e 3 — Grave) e valores dos niveis de
TBARS, SOD e GST. Todas as relagcbes foram diretamente proporcionais com

significancia estatistica, sendo p<0,05, conforme mostra a Tabela 5.

Correlagao r R square Nivel de
Significancia

Grau histologico

0,429 0,184 0,046
vs. TBARS
Grau histologico
0,627 0,393 0,001
vs. SOD
Grau histologico
0,462 0,213 0,035

vs. GST

Tabela 5. Correlacdo entre o grau microscopico (0, 1, 2 e 3) e os valores obtidos de TBARS, SOD e

GST. Teste de Pearson (chi-square). P<0,05 é considerado com significancia estatistica.
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5. Discussao

No presente estudo, os animais foram expostos ao carcindgeno
dietilnitrosamina por um periodo crénico e intermitente, nomeados grupos DEN,
DEN + MLTs e DEN + MLT;,. Essa exposi¢cdo provocou diminuicdo de peso desses
animais em comparagdo aos animais controles, que ndo foram expostos, e ndo se
observou acdo da MLT sobre o peso (Figura 6).

As enzimas AST, FA e yGT séricas, marcadores de lesdo hepatica, estdo
aumentadas nos animais expostos a dietilnitrosamina, o que demonstra nitidamente
as alteracBGes hepaticas provocadas pelo agente carcinogénico. A enzima yGT, por
sua vez, obteve aumento também nos animais submetidos a administracdo da
melatonina dos grupos DEN + MLTs e DEN + MLT;, A administracdo da
melatonina a partir da décima segunda semana foi capaz de reverter os valores da
AST, para os valores dos animais controles, e de diminuir os valores da YGT em
relacdo ao grupo ndo tratado, mas ndo o suficiente para os valores dos animais
controles. Essas analises mostram que a MLT, pelo seu potencial antioxidante,
apresenta uma acdo hepatoprotetora (Tabela 2). Um estudo de Tieppo et al.,2007,
utilizando o antioxidante quercetina, demonstrou que ela reverteu a lesdo hepética e
diminuiu os niveis das enzimas de integridade hepatica em ratos, semelhante aos
nossos achados . Oliveira et al.,.2014 também observou a acdo da quercetina
nessas enzimas no modelo de lesdo hepética induzida por bifenilas policloradas e
apresentou resultados semelhantes aos nossos %!,

Os danos ao DNA sdo caracteristicos em um tecido submetido ao estresse
oxidativo. De acordo com a avaliacdo de ensaio cometa, nenhuma alteracdo foi
revelada nas células do intestino, seja no indice ou na frequéncia de dano no nosso
estudo. E importante mencionar que o trato gastrointestinal de vertebrados é uma
fonte rica de melatonina extrapineal (Kolli et al.,2012) Y. Trivedi et al.,2013
encontrou aumento de dano ao DNA em colon de camundongos num modelo de
colite induzida por dextran sulfato de sédio e diminui¢do desse dano nos animais
tratados com melatonina 2.

A avaliagcdo microscopica do intestino desses animais revelou aumento do
processo inflamatério nos animais expostos ao carcindgeno, evidenciando sua
capacidade de causar danos no trato gastrointestinal. Hartmann et al., 2012 também

observou inflamagdo no modelo quimico por acido acético, mimetizando o estado de
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colite 3. O uso de melatonina a partir da quinta e da décima segunda semana fez
com que os valores do escore inflamatério diminuissem. Assim, pode-se sugerir que
a melatonina atenuou o processo inflamatorio, na preservacdo das criptas, quando
administrada nos periodos citados anteriormente (Tabela 3 e Figura 7). Num estudo
realizado por Tahan et al., 2010, foi observado que o uso da melatonina reduziu os
escores de lesdo microscopica do intestino de ratos submetidos ao modelo de colite
induzida por &cido acético e também reduziu as citocinas pro-inflamatérias I1L-1p,
IL-6 e TNF-o. ). Fillmann et al.,2007 obtiveram resultados similares com o uso da
glutamina no mesmo modelo *!.

Na avalia¢do da LPO, foi observado aumento de 59,46% das substancias que
reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS) no intestino dos animais expostos a DEN
em relacdo aos animais controles e sugere-se que esse processo esteja relacionado ao
aumento do estresse oxidativo no tecido. Em animais tratados com MLT,
observaram-se valores de TBARS similares aos dos animais controles, o que reforga
0 seu potencial antioxidante (Figura 8). Os animais tratados a partir da décima
segunda semana apresentaram uma reducdo acentuada de TBARS em relagdo
aqueles tratados a partir da quinta semana, que se pode explicar pelo fato de que o
tratamento a partir da 122 semana, apés a instalacdo da doenca, € mais efetivo. Em
um estudo anterior de Fillmann et al., 2007, o uso da glutamina foi capaz de atenuar
o dano oxidativo num modelo experimental de colite induzida por 4cido acético ' e
também no modelo experimental de colite induzida por é&cido 2,4,6 trinitrobenzeno
sulfonico, conforme estudo de Kretzmann et al.,2008 ¢,

As células possuem um sistema enzimatico de defesa antioxidante, que
inativa as espécies oxidantes em moléculas ndo-toxicas, para proteger o0 organismo
dos efeitos do estresse oxidativo (Formica & Regelson 1995), no qual a enzima
superoxido dismutase representa a primeira linha de defesa celular (Santiard, Ribiere
et al., 1995) P18 Neste estudo, observou-se aumento de 237,36 % da atividade da
enzima SOD no intestino do grupo com exposicdo cronica a DEN em relacdo aos
grupos controles. Os animais que receberam tratamento com melatonina, tanto a
partir da quinta semana quanto a partir da décima segunda semana, mantiveram 0s
valores da atividade da enzima SOD proximos aos valores dos grupos controles
(Figura 9). Os animais tratados a partir da quinta semana, por sua vez, apresentaram
uma reducgdo da atividade da SOD em relacdo aqueles tratados a partir da décima

segunda semana possivelmente pela mobilizacdo das defesas enddgenas ser mais
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intensa no tratamento tardio, quando a doenca j& esta instalada. O tratamento precoce
de MLT é capaz de estabilizar parcialmente esses efeitos, sem a necessidade de
mobilizar as defesas com a mesma intensidade. Hartmann et al.,2012 também
observaram aumento na atividade da SOD em intestino de ratos no modelo de colite
experimental induzida por &cido acético e diminuic¢do na atividade dessa enzima em
animais tratados com extrato aquoso de Boswellia serrata .

A formacgdo de conjugados com a glutationa, catalisada pela GST, é a
principal reacdo observada para 0s xenobidticos, indicando que o mecanismo de
detoxificacdo pela glutationa representa uma adaptacdo bioldgica fundamental
(Oktyabrsky e Smirnova, 2007) 91 Foi observado, neste trabalho, aumento
significativo de 115,68% da atividade da GST no intestino do grupo submetido a
exposicdo de DEN, possivelmente pela funcdo detoxificante da enzima, que teve sua
atividade estimulada pela presenca do xenobi6tico. Nos grupos de animais tratados
com MLT a partir da quinta e da décima segunda semana, a atividade da GST
diminuiu, equiparando-se a atividade enzimatica dos grupos controles, o que
confirma a atuacdo da melatonina como antioxidante (Figura 10). Num trabalho
realizado por Kolli et al.,2012, a glutationa S-transferase apresentou atividade
diminuida em intestino de ratos submetidos a exposicdo de metotrexato,
diferentemente dos nossos achados, e a melatonina ndo mostrou efeito na atividade
dessa enzima .

As correlagcbes observadas entre o grau histolégico e o0s parametros
oxidativos, mostradas na Tabela 5, nos permite sugerir que lesdes inflamatérias mais
intensas geram mais LPO e mais atividade de SOD e GST. Esses resultados sugerem
que a MLT atua como antioxidante exdgeno e assim diminui a sobrecarga sobre o
sistema antioxidante enzimatico.

A producéo de radicais livres e 0s subsequentes danos microscopicos foram
aumentados no intestino pela injecdo de DEN ip, como mostrado pelo TBARS e pela
histologia. Estudos tém mostrado que a melatonina e 0s seus metabolitos sdo

potentes antioxidantes N4,

No presente estudo, em adicdo aos efeitos
antioxidantes, foram observados efeitos anti-inflamatorios e esses achados estdo de
acordo com estudos anteriores citados. A suplementacdo com melatonina como uma
terapia coadjuvante pode ser promissora na atenuacdo dos efeitos gastrointestinais do
estresse oxidativo, porém, a melatonina pode atuar como um pro-oxidante em altas

concentracdes, embora doses farmacoldgicas ndo sejam tdxicas aos humanos
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(Kadoma et al.,2011; Reiter et al.,1995) [ IO~ Assim, pode-se sugerir que a
melatonina, a partir dos resultados obtidos envolvendo a patogénese da doenca

inflamatdria intestinal, seja um agente terapéutico para intervencdo e melhora dos
danos teciduais e sistémicos.
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IV.  CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com os dados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

¢+ 0s niveis séricos das enzimas AST e yGT, relacionadas a integridade e a
funcdo hepatica, aumentaram em ratos submetidos & exposicdo de
dietilnitrosamina e a administracdo de melatonina fez com que esses niveis
diminuissem nos animais tratados a partir da décima segunda semana;

+¢* nos aspectos histologicos do intestino, o processo inflamatorio, desenvolvido

pelos animais expostos a DEN, foi atenuado mediante o uso da melatonina;

% 0 dano sobre os lipidios das membranas e os valores das enzimas

antioxidantes SOD e GST no tecido intestinal aumentaram em ratos expostos
a dietilnitrosamina, resultado observado pela elevacdo das substancias
reativas ao &cido tiobarbitlrico e avaliacdo de atividades enzimaticas. A
MLT reverteu esse dano e manteve os valores das enzimas SOD e GST
similares aos dos animais dos grupos controles, tanto no tratamento precoce
guanto no tratamento tardio;

A melatonina revelou seu potencial hepatoprotetor e também anti-inflamatorio e
antioxidante no intestino de ratos submetidos a exposi¢do de DEN, observados pelos
dados histoldgicos, que demonstraram diminuicdo do indice microscépicode de dano
inflamatério, e pelas analises oxidativas, que demonstraram reducdo da
lipoperoxidacdo e aumento das atividades enzimaticas. Como perspectivas, serdo
realizadas a avaliacdo de outras enzimas antioxidantes e a quantificacéo de fatores de
transcricdo NF-xB e iNOS, pela técnica de Western Blot, para avaliar melhor o

processo inflamatdrio intestinal.
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