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1 INTRODUCAO

1.1 RADICAIS LIVRES E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

No organismo dos seres humanos, existem espalhados pelo corpo alguns agentes toxicos
que podem gerar algumas condi¢des patoldgicas ou até mesmo doencas, sdo 0s chamados Radicais
Livres (RL). (GASTELL & ALEJO, 2000). Os RL constituem-se de um grupo de substancia
quimicas que tem como caracteristica principal um ou mais elétrons desemparelhados em uma das
oOrbitas. (DROGE, 2002). Devido a essa particularidade dos mesmos, lhes conferem a reatividade e
uma certa instabilidade quimica, que fazem com que os RL procurem interagir com outras
moléculas, através da captacdo (oxidantes) ou por cedéncia (redutores) de elétrons e atomos de
hidrogénio. (FRIDROVICH, 1995)

Em relacdo aos radicais livres do oxigénio (RLO), alguns radicais que se sobressaem por
possuirem uma maior relevancia bioldgica, trazem uma série de danos moleculares em diversas
células, sdo as chamadas: Espécies Reativas do Oxigénio (ERO). S&o eles os radicais superoxido
(02+-) ¢ o radical hidroxilo (HO*) (HALLIWELL, 1991) Existem também duas moléculas onde
suas acgdes se equivalem as dos dois radicais dos RLO, que é o perdxido de hidrogénio (H202) e o
acido hipocloroso (HOCI). (FREI, 1999).

Devido a sua grande utilizacdo pelos organismos aerdbios, torna-se necessaria uma
diversidade de agente antioxidantes para proteger as células dessas ERO. (BANERJEE et al, 2003).
Os mecanismos de defesa antioxidantes agem em diferentes tecidos, podendo assim, serem
classificados em funcdo de sua acdo predominante (Antioxidantes de Prevencéo, de Intercepcdo e
de Separacdo), de sua localizacdo (Intracelulares e Extracelulares) e da sua proveniéncia, como

atraves da dieta (Exdgenos) ou da sintese endogena (Endogenos). (GOLDFARB, 1999). Dentre os
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antioxidantes intracelulares de Prevencdo, as principais sdo a Superoxido Dismutase (SOD), a
Glutationa Peroxidase (GPX) e a Catalase (CAT), pelas quais cada uma tem a capacidade de
catalisar ou de neutralizar os metabdlitos e a producdo dessas ERO. (BANERJEE et al, 2003)
(POWERS & LEEUWENBURGH, 1999).
Em suma, a SOD metaboliza o (02+-) em H202. A GPX é a mais importante para a oxidacéo do
H202 em agua e a Catalase é responsavel pela conversao do H202 em agua e oxigénio. (MOTA et
al, 2004).
1.2 TECIDO PANCREATICO
O Pancreas é uma glandula que faz parte do sistema digestivo e enddcrino dos vertebrados. O
mesmo produz o suco pancredtico, que tem um papel importantissimo na digestdo. E possui umas
ilhotas onde sdo produzidos e secretados alguns hormonios, chamadas de Ilhotas de Langerhans.
Essas ilhotas possuem 3 tipos de células: a = Células Alfa, que sdo as que produzem o Glucagon,
horménio que age no figado, sinalizando para a “quebra” de glicogénio que estd armazenado em
glicose, para que as taxas de agUcar no sangue normalizem. B = Células Beta, que sdo as
responsaveis pela producdo da Insulina, que facilita a entrada de glicose nas células e o
armazenamento no figado em forma de glicogénio. E a A = Células Delta, responsaveis pela
secrecdo e producdo da Somatostatina, a mesma age bloqueando a liberagcdo do GH. (FOGACA &
ELIA,2006).
1.3 MELATONINA
A Melatonina (MLT) € um horménio, que € secretado e liberado pelas células enddcrinas da
glandula pineal. (CLAUSTRAT et al., 2005). Ela é responsavel por parte de alguns mecanismos
homeostaticos do corpo e tem uma capacidade mais conhecida, como a de controlar o relégio
biologico, através de ciclos circadianos. A mesma também é conhecida como horménio da
escuriddo, pelo fato de sua producdo ser exclusivamente no periodo noturno. (CIPOLLA-NETO et
al., 1992). Uma de suas principais caracteristicas é a de Solubilidade, devido a isso, possui uma
grande facilidade em atravessar membranas celulares e organelas, podendo assim, interagir com
esses sistemas funcionais das células, como a Mitocondria e até mesmo as barreiras do encéfalo,
tornando-a capaz de atingir todos os compartimentos do organismo. (CRESPO et al., 2010).
A MLT também tem acles essenciais no organismo, como a de Imunomodulatéria
(GUERRERO & REITER, 2002), Anti-inflamatoria (MAYO et al., 2005), Antioxidante
(HARDELAND & FUHRBERG, 1996), Cronobiologica, regulacdo dos ritmos circadianos,
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regulacdo do sistema cardiovascular, metabolismo energético, regulagdo dos processos

antienvelhecimento (AIRES, 2011), entre outras.

Portanto, o intuito da pesquisa é entender qual vai ser a resposta no tecido pancreatico,
tendo como objetivo verificar se as analises enzimaticas da CAT e da SOD irdo ter alguma mudanca
significativa, apos os animais receberem a suplementagdo da Melatonina.

2 METODOLOGIA

Esse trabalho foi aprovado pelo COMITE DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS/UECE,
(CEUA) n°2214971/2017. Foram utilizados 12 ratos da linhagem Wistar, onde os mesmos ficavam
no biotério do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da Universidade Estadual do Ceara
(UECE). Os animais foram mantidos em caixas de pléastico, em condi¢Bes ideais, em ciclo
claro/escuro (12h/12h), e com racao e agua apd libitum sendo colocados de 3 em 3 dias. O estudo
estd sendo composto por 2 grupos experimentais, Controle (C) (n=6) e o Suplementado com
Melatonina (SMLT) (n=6).

Para se dar inicio aos estudos, 0s animais precisam atingir o peso de 250 a 300g. Para essa
verificacdo do peso ideal dos ratos, toda semana foi verificado o peso dos mesmos. Atingindo 0s
pesos, o0s ratos do grupo (C) passaram pelo processo de Gavagem, que foram 14 dias sendo feita a
ingestdo somente de 3mL de salina (soro fisioldgico). Ja o grupo (SMLT), vai ser feita a ingestao de
5mg/kg de Melatonina que vai ser diluida em 3mL de salina. O processo de Gavagem é feito através
de uma seringa com uma canula especifica para introduzir a dosagem, sem prejudicar o tecido do
animal. Apés os 14 dias de Gavagem, é feito o sacrificio dos animais. Onde logo foi feita a
dissecagédo do tecido a ser estudado (Pancreas), posteriormente sendo armazenados em nitrogénio
liquido e a -80 °C em um freezer. O processo de sacrificio é feito através do método fisico
(Guilhotinamento), onde sera realizado todo um cuidado matendo a higienizacdo do ambiente para
que evitar a0 maximo o stress dos animais. O método de Guilhotinamento é justificado devido o
método anestésico promover alteracfes quimicas que iriam interferir nos resultados das atividades

enzimaticas (Catalase e Superoxido Dismutase).

Para a homogeneizacdo e extracdo de proteinas serd utilizado o tampéo fosfato de sédio
110mM (pH 7,4). O tampdo serd colocado na proporcdo de dez vezes o peso do tecido por
micrograma. Apos a adicdo do tampdo as amostras serdo centrifugadas a 14000 RPM durante 20
minutos na temperatura de 40C. Apds o término da centrifugacdo sera retirado o sobrenadante dos

eppendorfs e armazenados a -800C até o seu uso. A atividade da enzima CAT foi mensurada em
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resposta a quantidade de peroxido de hidrogénio pelo método de AEBI (1984) e os valores da CAT

foram corrigidos pelo valor da proteina de cada amostra (U catalase/mg proteina. J& para atividade
enzimatica da SOD sera, assim como a CAT, homogeneizada em tampao fosfato de potassio (KPE)
em aproximadamente 10, 20 e 40 uL de amostra.

Os reagentes usados sdo o Tampéo Glicina (970uL para o Branco, sendo o Unico que vai
variar de acordo com a quantidade de amostra do tecido), Catalase (10pL) e a Adrenalina (20pL),
onde Catalase e Adrenalina ndo mudam. O processo é de 180 segundos para cada uma dessas etapas
e para cada amostra, sendo que a cada 10 segundos faz-se a anotagéo.

Vale a pena deixar claro que todos os animais ndo foram pinealectomizados, ou seja, sua

producdo de MLT enddgena ndo foi comprometida.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com varios estudos, tém-se pesquisado bastante o real papel da Melatonina
(MLT) no tecido pancreéatico. Inimeros estudos mostram o efeito inibidor da MLT, em relacdo a
liberacdo de insulina das células B pancreaticas, pelo fato da mesma ter varias acdes no organismo,
sendo uma delas a de antioxidante. (ZEPHY; AHMAD, 2015; NAGORNY et al, 2011). Mas
estudos recentes, vem mostrando essa distlrbio metabodlico, de que o papel da MLT nas células 3 é
de inibicdo para secrecdo de insulina, provavelmente pela reducdo dos niveis de AMP-ciclico,
fazendo com que se leve a uma hiperglicemia, com grande risco de com o tempo adquirir a Diabetes
Tipo 2. (TUOMI et al, 2016), (FORRESTEL et al, 2016).

Diante disso, até o presente momento o Unico grupo que foram feitas as analises
enzimaticas da SOD e da CAT foi o grupo controle (C). Logo abaixo pode-se observar os dados das

analises de SOD e CAT no tecido pancreatico, respectivamente.
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Fig.1: Valores de Absorbancia da Anélise Enziméatica Superdxido Dismutase do grupo Controle.
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Fig. 2: Valores de Absorbancia da Analise Enzimatica Catalase do grupo Controle.

4 CONCLUSAO

Portanto, especula-se que a Melatonina pode vir a gerar a sua verdadeira funcdo antioxidante
nas células B pancreaticas, embora que teoricamente essas células ndo estejam funcionando
corretamente devido a possivel acdo do horménio. Diante disso, espera-se os resultados das analises
enzimaticas do grupo (SMLT), para que a partir dai, perceba-se alguma varia¢do nos niveis dessas

enzimas e posteriores conclusdes de seu papel antioxidante em células do tecido pancreético.
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