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RESUMO
Objetivo: Avaliar as alterações pulmonares de animais com Síndrome Hepatopulmonar 
(SHP), submetidos à ligadura de ducto biliar (LDB), bem como o efeito antioxidante da 
Melatonina (MEL). Métodos: Dezesseis ratos machos da espécie Wistar, divididos em 
quatro grupos: Sham, Grupo LDB, Grupo Sham + MEL e LDB + MEL. Foram avaliadas 
a histologia pulmonar e hepática, a lipoperoxidação e atividade antioxidante do tecido 
pulmonar, diferença álveolo-arterial de O2 e relação peso pulmonar/peso corporal (%). 
Resultados: Quando comparados os grupos, observamos um aumento da vasodilatação 
e fibrose pulmonar no grupo LDB e a redução deste em relação ao grupo LDB+MEL. 
Observamos ainda alterações significativas na atividade da catalase, PaCO2, PaO2 no 
grupo LBD quando comparado aos demais grupos. Conclusões: A utilização da MEL 
demonstrou-se eficaz na redução da vasodilatação, níveis de fibrose e estresse oxidativo 
assim como na troca gasosa em modelo experimental de SHP.

Descritores: Ducto biliar; Síndrome Hepatopulmonar; Melatonina; Pulmão.
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INTRODUÇÃO

A cirrose se caracteriza pela presença de nódulos 
fibróticos no fígado que surgem como resultado da 
lesão hepática crônica.(1) Tais alterações podem levar 
à hipertensão portal e à doença hepática terminal, 
gerando alterações no sistema vascular e afetando 
diferentes órgãos.(2) No sistema respiratório a Síndrome 
Hepatopulmonar (SHP) e a Hipertensão Portopulomonar 
são as duas principais condições clínicas que afetam os 
pulmões.(2) A Síndrome Hepatopulmonar é a desordem 
vascular mais comum encontrada em pacientes com 
cirrose, que é responsável pela vasodilatação pulmonar, 
circulação hiperdinâmica e alterações nas trocas 
gasosas. (2,3)

Anormalidades nas trocas gasosas apresentadas por 
pacientes com SHP estão associadas com a presença 
de shunts arteriovenosos, discrepâncias na ventilação-
perfusão e na difusão-perfusão.(2) Tais alterações presentes 
na SHP são, em sua maioria, explicadas pelos processos 
de angiogênese e vasodilatação intrapulmonar,(2) e 
diferentes modelos animais são utilizados para simular 
a cirrose hepática, sendo o modelo de Ligadura de Ducto 
Biliar (LDB) o que melhor simula as alterações presentes 
na síndrome.(4)

O modelo de LDB é capaz de causar alterações 
gasométricas similares às encontradas em pacientes com 
SHP.(2) O processo de angiogênese também está presente 
no modelo de LDB, sendo tal alteração presente devido 
à ação do Fator de Crescimento Vascular Endotelial-A 
(VEGF-A), o qual é produzido por monócitos pulmonares 
intravasculares.(5,6) A vasodilatação pulmonar no modelo 
experimental de LDB está associada ao aumento na 
produção de Endotelina-1 (ET-1) e Óxido Nítrico Sintetase 
Endotelial (eNOS).(6)

Estudos recentes investigando o potencial terapêutico 
da Melatonina (MEL) sugerem que seu poder antioxidante 
pode ser utilizado no tratamento da SHP, pois apresenta 
efeito anti-inflamatório(7) e reduz níveis de VEGF em 
células de carcinoma hepático, contribuindo na redução 
da angiogênese.(8) A Melatonina também apresenta 
efeitos terapêuticos em modelos animais de hepatite 
fulminante e hipertensão pulmonar, reduzindo o estresse 
oxidativo e prevenindo a redução da atividade de enzimas 
antioxidantes.(9-11) No tecido pulmonar, a Melatonina 
exerce efeito protetor em modelos animais de cirrose 
induzida por tetracloreto de carbono.(12)

Devido à existência de um modelo experimental 
que simule a SHP e ao potencial efeito terapêutico da 
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Melatonina nessa síndrome, este estudo tem como 
objetivo avaliar as alterações pulmonares de animais 
submetidos à Ligadura de Ducto Biliar, bem como o 
efeito antioxidante da Melatonina.

MÉTODOS

Neste estudo, foram utilizados 16 ratos Wistar machos, 
pesando 250g em média. Os animais foram obtidos pelo 
Biotério da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA) e 
foram alojados em caixas plásticas (47 × 34 × 18 cm) 
cobertas por maravalha, as quais eram armazenadas 
em ambiente controlado com temperatura entre 20 
e 25 °C. Os animais foram mantidos em um ciclo de 
claro/escuro de 12/12h, com livre disponibilidade 
para água e comida. O projeto de pesquisa recebeu 
aprovação prévia da Comissão de Ética de Uso de 
Animais da ULBRA (CEUA-ULBRA), estando todos os 
procedimentos de pesquisa de acordo com as regras 
estabelecidas pela Lei Nº 11.794, de 11 de outubro 
de 2008, e pela Diretriz Brasileira de Prática para o 
Cuidado e Utilização de Animais para fins Científicos 
e Didáticos (DBCA).

O procedimento de Ligadura de Ducto Biliar Comum 
(LDBC) foi utilizado para o desenvolvimento da SHP, 
de acordo com o preconizado por Kountouras et al.(13) 
Previamente a todos os procedimentos cirúrgicos, os 
animais receberam uma dose anestésica de Xilazina 
2% (50mg/kg de peso corporal) e Ketamina (100mg/
kg de peso corporal), ambos injetados na região 
intraperitoneal. O período para o desenvolvimento 
do modelo foi de 14 dias, seguidos de outros 14 dias 
para o tratamento com melatonina. O período total de 
experimento foi de 28 dias, sendo que, no momento 
da realização da eutanásia, os animais receberam 
uma dose três vezes maior àquela usada para o 
procedimento cirúrgico.

Utilizaram-se no estudo quatro grupos (n=4): Grupo 
Sham: Realizado procedimento cirúrgico de LDBC 
simulado, ocorrendo a manipulação do ducto biliar com 
o animal anestesiado e os animais também receberam 
injeção intraperitoneal de NaCl (0,9%) a partir do 15º dia 
após cirurgia, durante 14 dias. Grupo Sham+Melatonina 
(Sham+MEL): O procedimento cirúrgico de LDBC foi 
simulado, e a administração de Melatonina (20mg/kg) 
ocorreu via injeção intraperitoneal durante 14 dias, 
iniciando no 15º dia após a cirurgia. Grupo Ligadura 
de Ducto Biliar (LDB): Os animais foram submetidos à 
LDBC e à aplicação de NaCl (0,9%) via intraperitoneal 
por 14 dias, iniciando no 15º dia após a cirurgia. Grupo 
Ligadura de Ducto Biliar + Melatonina (LDB+MEL): 
Os animais foram submetidos à LDBC e receberam 
Melatonina (20mg/kg) via injeção intraperitoneal por 
14 dias, iniciando no 15º dia após a cirurgia.

Os exames laboratoriais foram realizados no 
Laboratório de Análises Clínicas do Hospital de 
Clínicas de Porto Alegre (HCPA), e as demais análises 
e procedimentos foram realizadas no Laboratório de 
Hepatologia Experimental do Hospital de Clínicas de 
Porto Alegre (HCPA).

Depois de 28 dias após a cirurgia, os animais foram 
pesados e anestesiadas e o sangue foi coletado através 
da Técnica de Coleta Sanguínea Retro-orbital,(14) com 
o objetivo de analisar os níveis das enzimas hepáticas. 
Posteriormente, uma laparotomia anteromedial foi 
realizada para a coleta de sangue da aorta abdominal 
para a análise gasométrica, sendo utilizado um 
Radiômetro ABL 700 (Copenhagen, Denmark) para 
a mensuração dos gases sanguíneos. O método 
da iontoforese foi utilizado para a mensuração da 
Pressão Parcial de Oxigênio Arterial (PaO2), Pressão 
Parcial de Gás Carbônico Arterial (PaCO2) e Saturação 
Arterial de Oxigênio (SaO2). A Pressão Alveolar de 
Oxigênio (PAO2) foi calculada pela seguinte fórmula: 
PAO2=Fração Inspirada de O2(FiO2)-PaCO2/0.8.(15) A 
Diferença Alvéolo-Arterial de Oxigênio (D(A-a)O2) foi 
calculada pela fórmula: D(A-a)O2 = PAO2- PaO2.(15)

Após a eutanásia, o pulmão foi pesado para posterior 
análise da relação Peso Pulmonar/ Peso Corporal. Uma 
porção do fígado e do lobo pulmonar inferior direito foi 
removida para a realização da análise histológica, sendo 
o restante do tecido pulmonar introduzido em Nitrogênio 
líquido e armazenado a uma temperatura de -80 °C para 
posteriores análises. Amostras pulmonares e hepáticas 
coletadas para a análise histológica foram inseridas 
em solução de Formaldeído 10% por 12 horas, sendo 
posteriormente inseridas em recipientes de Álcool 70% 
e coloridas com a coloração de Hematoxilina e Eosina 
(HE), as amostras pulmonares também receberam a 
coloração de picrossírius. As análises histológicas foram 
realizadas de maneira duplo-cega por patologistas 
específicos do Laboratório de Patologia do HCPA.

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

Médias e Desvios Padrões (DP) foram calculados. 
Os dados foram analisados por Análise de Variância 
(ANOVA) seguida pelo teste de post hoc de Tukey. 
Os valores foram considerados significativamente 
diferentes quando p<0,05. Foi usado o software 
Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc., 
Chicago, IL, EUA) versão 21.0.

RESULTADOS

A análise da atividade das enzimas hepáticas 
sanguíneas e da histologia hepática confirmaram o 
diagnóstico de Cirrose. Na Figura 1, pode ser observado 
pela análise histológica pulmonar que os animais 
do grupo LDB apresentaram vasos de diâmetros 
aumentados em relação aos demais grupos. Uma vez 
que os achados em cada grupo são muito similares, 
será apresentado apenas um exemplo histológico de 
cada grupo experimental.
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Na Tabela 1, podem ser observados os resultados 
referentes às alterações nas trocas gasosas através 
da Gasometria Arterial, com valores referentes à PaO2, 
PaCO2, SaO2, PAO2 e D(A-a)O2, sendo comparados entre 
os quatro grupos experimentais. Diferenças significativas 
foram encontradas para a PaCO2 e PAO2, sendo os 
valores referentes ao grupo LDB significativamente 
aumentados e diminuídos, respectivamente, em relação 
aos demais grupos (p<0,05). A Tabela 2 também mostra 
um aumento significativo (p<0,01) da Relação peso 
pulmonar/peso corporal no grupo LDB em relação aos 
outros grupos experimentais.

A vasodilatação intrapulmonar associada às alterações 
gasométricas confirmam o modelo experimental de 
SHP. A diminuição da vasodilatação intrapulmonar, da 

PaCO2 e da Relação peso pulmonar/peso corporal no 
grupo LDB+MEL, bem como o aumento da PAO2 em 
relação ao LDB, sugerem um efeito protetor da MEL 
no tecido pulmonar diante da SHP.

A Tabela 1 demonstra resultados referentes ao 
processo de lipoperoxidação e atividade das enzimas 
antioxidantes caracterizados pelos valores do TBARS, 
CAT e GST. Os valores aumentados do TBARS no grupo 
LDB em relação aos outros grupos (p<0,01) indicam um 
aumento da lipoperoxidação neste grupo experimental. 
A atividade da CAT foi significativamente menor no 
grupo LDB (p<0,01), enquanto a atividade da GST 
no grupo LDB esteve significativamente aumentada 
em relação aos outros grupos. O grupo LDB+MEL 
apresentou resultados menores para os valores de 

A B

C D

D: 0,131 mm

D: 0,271 mm

D: 0,060 mm

D: 0,094 mm

Tabela 1. Gases sanguíneos, gradiente alvéolo-arterial de oxigênio e a relação peso pulmonar/peso corporal nos quatro 
grupos experimentais.a

Variável Sham Sham+MEL LDB LDB+MEL
PaO2 67±11.3 66.3±12,4 57,2±6,2 71±5,4
PaCO2 45±1,4 48±5,2 56.6±1,5* 48.2±4,5
SaO2 91±4,2 88.3±6,4 84.8±6,2 92,5±2,6
PAO2 93.4±1,7 89.7±6,6 78.9±1,9* 89.4±5,7
D (A-a)O2
Relação peso pulmonar/ peso corporal (%)

26,4±13
0,32±0,09

23,4±5.9
0,34±0,05

21,7±5,7
0,57±0,05**

18,4±11
0,37±0,02

LDB: ligadura de ducto biliar; Sham+MEL: Sham e melatonina; LDB+MEL: ligadura de ducto biliar e melatonina; 
PaO2: pressão parcial arterial de oxigênio; PaCO2: pressão parcial arterial de gás carbônico; SaO2: saturação 
arterial de oxigênio; PAO2: pressão parcial alveolar de oxigênio; e D (A-a)O2: gradiente alvéolo-arterial de oxigênio. 
aResultados expressos como média + desvio padrão. *p < 0.05 vs. grupo Sham, Sham+MEL, LDB+MEL; **p < 
0,01 vs. grupo Sham, Sham+MEL, LDB+MEL.

Figura 1. Fotos de microscopia das amostras de tecido pulmonar coradas com hematoxilina e eosina (HE), aumento 
de 100x. (A) GrupoSham; (B) Grupo Sham e Melatonina; (C) Grupo Ligadura de Ducto Biliar; (D) Grupo Ligadura de 
Ducto Biliar e Melatonina.
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TBARS em relação ao grupo LDB, indicando um efeito 
antioxidante da MEL.

Na Figura 2, um aumento da fibrose pulmonar, 
marcada pela coloração vermelha, foi encontrado no 
grupo LDB em relação aos outros grupos. Tal processo 
foi revertido com o uso da Melatonina, com a fibrose 
pulmonar se mostrando diminuída do grupo LDB+MEL 
em relação ao grupo LDB.

DISCUSSÃO

O aumento no diâmetro dos vasos pulmonares, 
evidenciado pela análise histológica por HE, em 
associação com as alterações gasométricas, confirma 
no presente estudo a indução da SHP através da 
cirurgia de LDB. A diminuição do diâmetro dos vasos 

pulmonares no grupo LDB+MEL em relação ao grupo 
LDB sugere efeitos terapêuticos da Melatonina no 
processo de adaptação vascular.

De acordo com nossos resultados, a PaCO2 aumentou 
no grupo LDB em relação aos demais grupos, enquanto 
a PAO2 diminuiu no mesmo grupo. Vercelino et al.(4) 
também encontraram um aumento da PCO2 no grupo 
LDB quando comparado ao grupo controle, bem como 
alterações adicionais no grupo LDB, com alterações nos 
valores de PaO2, SaO2 e D(A-a)O2. Diversos estudos 
associam as alterações gasométricas presentes na 
SHP com a ação de Óxido Nítrico (ON) no tecido 
pulmonar.(19,20) Tieppo et al.(21) constataram que a 
ação antioxidante da Quercetina é capaz de reverter 
as alterações gasométricas no modelo experimental 
de SHP, sugerindo que o antioxidante é capaz de 

Tabela 2. Níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (nmol/mg proteína), atividade antioxidante da enzima 
catalase (pmol/min/mg prot.) e glutationa-s-tranferase (nmol/min/mg prot.).a

Variável Sham Sham+MEL LDB LDB+MEL
TBARS (nmol/mg proteína) 0,38±0,09 0,37±0,15 0,83±0,13** 0,5±0,08
CAT (pmol/min/mg proteína) 8,32±1,27 9,09±1,01 5,17±0,72** 8,52±1,14
GST (nmol/min/mg proteína) 2,54±1.05 2,08±1,09 7,78±1,22** 3,95±1,99
TBARS: thiobarbituric acid reactive substances (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico); CAT: catalase; GST: 
glutationa-s-transferase; LDB: ligadura de ducto biliar; Sham+MEL: Sham e melatonina; LDB+MEL: ligadura de 
ducto biliar e melatonina. aResultados expressos como média + desvio padrão. **p < 0.01 vs. grupo Sham, 
Sham+MEL, LDB+MEL.

Figura 2. Fotos de microscopia das amostras de tecido pulmonar coradas por picrossírius, aumento de 100X. (A) 
GrupoSham; (B) Grupo Sham e Melatonina; (C) Grupo Ligadura de Ducto Biliar; (D) Grupo Ligadura de Ducto Biliar e 
Melatonina.
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regular os níveis de ON na síndrome. Nossos resultados 
demonstram que a Melatonina melhora as alterações 
gasométricas no modelo de LDB, bem como reverte a 
vasodilatação intrapulmonar, sugerindo que a Melatonina 
desempenha um papel semelhante ao da Quercetina 
na regulação dos níveis de ON na SHP.

Vercelino et al.(4) também encontraram um aumento 
da lipoperoxidação e atividade antioxidante da enzima 
SOD no tecido pulmonar no grupo LDB, bem como 
um aumento da relação peso pulmonar/peso corporal 
em animais submetidos a cirurgia de LDB, estando 
de acordo com nossos resultados. Maarman et al.(11) 
encontraram um aumento do peso pulmonar e uma 
diminuição do peso corpóreo no modelo experimental 
de Hipertensão Pulmonar, o qual foi revertido pelo uso 
da Melatonina. De maneira similar, em nosso estudo, 
a Melatonina foi capaz de diminuir a relação peso 
pulmonar/peso corporal.

Encontramos um aumento da lipoperoxidação no 
grupo LDB e consequente reversão após administrar 
Melatonina. Uma diminuição na atividade da CAT e 
um aumento na atividade da GST foram encontrados 
no grupo LDB, os quais foram revertidos pelo uso 
da Melatonina. O aumento do estresse oxidativo no 
organismo e consequente lipoperoxidação, se deve 
ao desbalanço entre a presença de radicais livres e 
agentes antioxidantes.(22) Embora sejam encontrados 
na literatura resultados diversos sobre a atividade das 
enzimas antioxidantes CAT e GST, nossos resultados 
demonstram diminuição na lipoperoxidação e melhora 
no sistema antioxidante após o uso da Melatonina.

Diversos estudos associam o uso da Melatonina com 
a diminuição da lipoperoxidação, no entanto a atividade 
das enzimas antioxidantes com o uso da Melatonina 
apresenta resultados diversos.(11-14) Maarman et 
al.(11) encontraram uma diminuição na atividade das 
enzimas SOD e CAT e da lipoperoxidação no plasma 
de animais com Hipertensão Pulmonar tratados com 
Melatonina. Taslidere et al.(12) associam o uso da 
Melatonina à diminuição da lipoperoxidação e ao 
aumento da atividade das enzimas CAT e Glutationa 
(GSH) no tecido pulmonar de ratos após cirrose 
induzida por Tetracloreto de Carbono (CCl4). Borges 
et al.(23) demonstram que o uso da Melatonina diminui 
a lipoperoxidação muscular gerada pelo exercício 
vigoroso, bem como aumenta a atividade da SOD, 
mas não existem alterações significativas na atividade 

da CAT e da Glutationa Peroxidase (GPx). De maneira 
similar, Rosa et al.(24) demonstraram que a Melatonina 
diminui a lipoperoxidação e aumenta a atividade da 
SOD no fígado de animais submetidos ao modelo 
experimental de Apneia do Sono.

Nossos resultados, obtidos através da análise 
histológica por picrossírius, sugerem que a Melatonina 
foi capaz de reduzir o acúmulo de colágeno pulmonar 
(Figura 2). Maarman et al.(11) encontraram uma 
diminuição do colágeno no tecido cardíaco após o uso da 
Melatonina no modelo de Hipertensão Pulmonar, e Rosa 
et al.(25) constataram uma redução do colágeno hepático 
após o uso da Melatonina no modelo experimental de 
cirrose por CCl4.

A ação antioxidante da Melatonina no tecido hepático 
e pulmonar está associada com a reversão das 
principais alterações na SHP. Este efeito terapêutico 
da Melatonina pode ocorrer por uma melhora direta 
da atividade antioxidante no pulmão, ou simplesmente 
pela melhora da condição hepática, revertendo as 
alterações sistêmicas na doença. O exercício físico 
também exerce diminuição do estresse oxidativo 
e aumento da atividade antioxidante de maneira 
sistêmica. Visto que a cirrose e SHP afetam diferentes 
órgãos, intervenções terapêuticas que atuem sobre os 
diferentes sistemas corporais são potencialmente mais 
indicadas para o manejo da patologia. Portanto, o uso 
da Melatonina e a prática do exercício físico, associados 
às intervenções tradicionais e medicamentosas já bem 
estabelecidas, podem futuramente auxiliar os pacientes 
acometidos pela doença.

Este estudo apresenta como possível limitação 
o seu desenho experimental, o que inviabiliza a 
transposição clínica direta dos achados a pacientes 
com SHP, entretanto cabe ressaltar que o modelo de 
LDB apresenta-se como melhor modelo experimental 
para estudo da SHP pois promove cirrose verdadeira 
e altera todos os parâmetros de troca gasosa arterial, 
aumenta a lipoperoxidação e a defesa antioxidante.(4)

A ação antioxidante da MEL no tecido pulmonar se 
mostrou eficaz na redução da vasodilatação, fibrose, 
estresse oxidativo, assim como na melhora da relação 
peso pulmonar/peso corporal, PCO2 e PAO2 no modelo 
experimental de SHP. Tais achados sugerem um efeito 
antioxidante da MEL nos danos pulmonares da SHP, 
sendo eficaz na redução das alterações gasométricas 
e estruturais ocasionadas pela síndrome.
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