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RESUMO

A retinopatia diabética é uma doenca metabdlica com comprometimento

microvascular com alto risco de perda da visdo. Ela ocasiona danos estruturais e

funcionais na retina, aumenta a expressao de citocinas inflamatérias (IL-6 e TNF-x)

e induz a neovascularizacdo intraocular patologica. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a acdo da melatonina sobre a histopatologia, estresse oxidativo (retina e
pancreas) e atividade elétrica da retina bem como se ela seria capaz de mediar a
expressdo de VEGF, IL-6 e TNF-a, além do indice apoptoético. Utilizou-se 50 ratos
divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem indugdo ao diabetes pela
estreptozotocina; GD: ratos com diabetes induzidos pela estreptozotocina e tratados
com placebo; GDM: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e apos
confirmacédo do diabetes tratados com melatonina na dosagem de 10 mg/kg de peso
corporal durante 20 dias; GDMS: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozoticina e
simultaneamente tratados com melatonina na dosagem de 10 mg/kg durante 20
dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e apds confirmacao do
diabetes tratados com insulina durante 20 dias. O diabetes foi induzido pela
administracdo intraperitoneal de estreptozotocina (60mg/kg), a melatonina foi
administrada a noite por via subcutanea, e a insulina (5U/dia) pela mesma via. Para

apoptose foi realizado o método de TUNEL e para a analise imunohistoquimica

foram analisados os alvos para IL-6, TNF-x e VEGF. O estresse oxidativo

pancreatico foi avaliado através da mensuragédo da peroxidacgao lipidica e niveis de
glutationa reduzida, enquanto o estresse na retina foi analisado pela producao de
anions superéxidos. Os resultados mostraram que a melatonina atenuou as
alteracdes histopatologicas; diminuiu o processo inflamatério e regulou os
mecanismos que ocasionaram estresse oxidativo e no eletrorretinograma interferiu
na amplitude da onda a do exame da mista entre os grupos GC e GD. Concluimos
assim, que esse horménio pode ser um importante fator coadjuvante no tratamento
da retinopatia diabética devido a sua propriedade antioxidante e moduladora de
processos inflamatorios, amenizando as alteracdes decorrentes desta patologia,
principalmente quando administrado simultaneamente a indugédo do diabetes onde
foi observado uma melhora expressiva na preservagao da retina no aumento da

insulina plasmética e na diminuicdo da hiperglicemia.
Palavras chave: Retinopatia diabética, pineal, interleucinas, eletrorretinograma,

imunohistoquimica, apoptose.
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ABSTRACT

Diabetic retinopathy is a metabolic disease with cardiovascular involvement with high
risk of vision loss. It causes structural and functional damage to the retina increases
the expression of inflammatory cytokines (IL-6 and TNF-a) and induces pathological
intraocular neovascularization. The aim of this study was to evaluate the effect of
melatonin on histopathology, oxidative stress (retina and pancreas) and electrical
retinal activity and if she would be able to mediate the expression of VEGF, IL-6 and
TNF-a, in addition to index apoptotic. We used 50 rats divided into the following
groups: GC: no induction mice diabetes by streptozotocin; GD: rats with diabetes
induced by streptozotocin treated and placebo; GDM: rats by streptozotocin induced
diabetes mellitus and after confirmation treated with melatonin at dosage of 10 mg /
kg body weight for 20 days; GDMS: mice induced by streptozotocine diabetes and
simultaneously treated with melatonin at dosage of 10 mg / kg for 20 days; GDI: rats
by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated with insulin
for 20 days. Diabetes was induced by intraperitoneal administration of streptozotocin
(60mg / kg), melatonin was administered subcutaneously at night, and insulin (5U /
day) by the same route. For apoptosis was performed TUNEL assay and
immunohistochemistry targets were analyzed for IL-6, TNF-a and VEGF. The
pancreatic oxidative stress was assessed by measurement of lipid peroxidation and
reduced glutathione levels while stress in the retina was analyzed for the production
of superoxide anions. The results showed that melatonin attenuated histopathological
changes; decreased inflammation and regulated the mechanisms that caused
oxidative stress and electroretinography interfere with the amplitude of the wave of
the joint examination between the GC and GD groups. It is concluded that this
hormone may be an important contributing factor in the treatment of diabetic
retinopathy due to its antioxidant property and modulating inflammatory processes,
softening the changes of this pathology, especially when administered concurrently
with diabetes induction it was observed a significant improvement retinal preservation

in increased serum insulin and decreased hyperglycemia.

Keywords: Diabetic retinopathy, pineal, interleukins, electroretinography,
immunohistochemistry, apoptosis.
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Figura 18. Imunohistoquimica e quantificacdo do VEGF-A na retina. Observar em A
(GC), C (GDM) e D (GDMS) fraca marcacédo, em B (GD) e E (GDI) moderada
marcagdo nas camadas nuclear interna (seta fina) e externa (seta grossa). F —
Quantificacdo em pixels da expressao do fator VEGF-A. Notar reducéo significativa
dos pixels entre os grupos GD e GDI, e em relacdo aos outros grupos experimentais.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo
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Figura 19. indice apoptético na retina. Observar reducéo significativa nos grupos
GDM e GDMS em relacdo ao grupo GD. *Médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € um distarbio crénico, caracterizado por alteracao
no metabolismo da glicose e outras substancias produtoras de energia, resultando
tardiamente em complicacdes vasculares e neuropaticas, ou seja, € um grupo de
disturbios metabdlicos caracterizados por hiperglicemia resultante de disfuncdes na
secrecdo de insulina ou da perda progressiva de sua acdo, ou ambos os fatores
(SHERWIN, 2000; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008). A incidéncia do
diabetes varia na populacdo mundial e Segundo a Federagédo Internacional de
Diabetes, a epidemia da doenca continua a aumentar no mundo, com a
impressionante marca de 300 milhdes de pessoas afetadas. Além disso, estima-se
que até 2030, 500 milhdes de pessoas sejam afetadas (WHITING et al., 2011) e que
ele é a principal causa de cegueira nos paises industrializados entre as populacdes
economicamente ativas, correspondendo a 30% dos pacientes com perda de
acuidade visual (BOTASSIO; YAMASATO; MEDEIROS, 2015).

Nesta enfermidade, a principal alteracdo ocular ocorre na retina, cerca de
40% dos diabéticos tém algum grau de retinopatia que depende dos anos de
duracdo e do controle inadequado da doenca (MEDINA; MUNOZ, 2011). A
retinopatia diabética (RD) é caracterizada por um conjunto de altera¢des vasculares
da retina que acomete quase todos os pacientes com diabetes mellitus e, é
considerada a principal causa de cegueira em adultos na idade produtiva, (BARBER,
2003; KOLLIAS, ULBIG, 2010; MEDINA; MUNOZ, 2011).

Existem duas fases da retinopatia diabética: a ndo proliferativa, que refere-se
a fase inicial da doenca e a proliferativa, que € a fase avancada, onde ocorre
manifestagbes como hemorragias, proliferagdo fibrovascular e deslocamento
tracional da retina, neovasos na iris e glacucoma (BOELTER et al., 2003). A fase

nao proliferativa se subdivide em leve, moderada e grave e a proliferativa em de
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baixo risco, de alto risco e com doencga ocular diabética avancada, associada ou ndo
ao edema de méacula (WILKINSON et al., 2003).

Sabe-se que no diabetes, os niveis de citocinas pro-inflamatorias sao
aumentadas (KOWLURU; ODENBACH., 2004) e que a regulacéo positiva de varios
fatores, tanto angiogénicos quanto inflamatérios, tem sido relacionados com a
patogénese da retinopatia diabética (AIELLO., 2005). Entre elas podemos citar o
VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular) que atua sob condicfes de hipoxia

ou isquemia estimulando o aumento da vasculatura, as interleucinas e o fator de

necrose tumoral (TNF-x) os quais tém sido relacionados com as vias fisiopatoldgicas

que conduzem a RD (RANGASAMY; McGUIRE; DAS, 2012).

Além desses fatores, a causa de maior estado inflamatério na RD pode esta
relacionado ao aumento dos danos oxidativos via desordens nas cadeias de
transporte de elétrons, com consequente superproducdo de radicais livres,
lipoperoxidos e reducdo das defesas antioxidantes (LOPES; OLIVEIRA;
FORTUNATO, 2008). Estudos in vivo revelaram que o estresse oxidativo,
secundario a hiperglicemia ocorre antes das complicacfes mais tardias do diabetes
se manifestarem clinicamente, sugerindo que o estresse oxidativo desempenha um
papel particularmente relevante na patogénese dessa doenca (HAMILTON; CHEW,
WATTS, 2007).

Um dos problemas no tratamento da retinopatia diabética € que normalmente
as alteracdes oculares sao assintoméaticas e quando o paciente chega aos servicos
especializados pode ser tarde para o tratamento e preservacédo da visao (MEDINA;
MUNOZ, 2011).

Foi proposto que tratamentos com antioxidantes podem ser uma importante
opcao terapéutica na prevencdo das complicacbes vasculares causadas pelo
diabetes (BONJUGA et al.,, 2004). A melatonina (N-acetil 5 metoxitriptamina)
horménio produzido pela glandula pineal, € um dos mais poderosos antioxidantes
naturais (REITER et al., 1999), conhecido como hormdnio marcador do escuro
(SOUSA; CRUZ-MACHADO; TAMURA, 2008). Esta indolamina derivada do
triptofano foi descrita por Lerner et al.,, (1958), e esta presente na maioria das
espécies, inclusive organismos unicelulares (MARKUS; JUNIOR; FERREIRA, 2003).
Sabe-se atualmente que a melatonina é um horménio que possui diferentes fungdes

atuando como um agente endécrino e/ou paracrino (STEFULJ et al., 2001). Como
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funcdo mais abrangente atua como um transdutor fotobiol6gico, preparando o
organismo para responder as condi¢cdes de escuro (SOUSA; CRUZ-MACHADO,;
TAMURA, 2008). Desta forma, a pineal confere ritmos a uma série de funcdes
neuroendocrinas que modula, determinando, por exemplo, o ciclo sono-vigilia, a
atividade reprodutora e a atividade metabdlica de véarias espécies (MAGANHIN et
al., 2008).

Mehmet et al., (2008) mostraram que a melatonina na dosagem de 10
mg/kg/dia administrada durante oito semanas reduziu danos na cérnea de animais
diabéticos induzidos por estreptozotocina, além disso, em um trabalho com um
modelo de isquemia induzida, a melatonina bloqueou a apoptose em células do
epitélio pigmentar do olho mantidas em cultura (OSBORNE; NASH; WOOD, 1998).
De acordo com Ozguner; Bardak; Comlekci (2006) o tratamento com 100ug Kg™ em
ratos submetidos a radiacdo eletromegnética reduziu o estresse oxidativo na retina.

O controle metabdlico do diabetes mellitus é um importante fator na
progressao e gravidade da retinopatia diabética, sendo que pacientes tratados de
forma intensiva (objetivando glicose sanguinea e hemoglobina glicosilada o mais
proximo do normal), tem reduzido o risco de complicagées microvasculares havendo,
portanto, grande associagdo entre o grau do controle metabdlico e o
desenvolvimento desta enfermidade (LOVESTAM-ADRIAN; AGARDH; TORFFVIT,
1999; THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATION TRIAL, 2000).

Distintos trabalhos demonstraram que a melatonina tem um papel no gasto
energético, no ritmo circadiano da glicemia, na regulacdo da massa corporal e sobre
a secrecdo e acao da insulina periférica (LIMA et al., 1998; LA FLEUR et al., 2001,
PICINATO et al.,, 2002). A relacdo entre a melatonina, pancreas endocrino, e
regulacdo do metabolismo energético tém sido sugeridas tanto em humanos quanto
em ratos (LA FLEUR et al., 1999; PESCHKE et al., 2007). Este hormonio possui
efeitos modulatérios positivos sobre a secrecdo e acéo da insulina (PESCHKE et al.,
2007).

Ela previne danos oxidativos a macromoléculas como lipideos, proteinas e
acidos nucléicos (REITER et al.,, 2001). Aléem disso, ela estimula a expressédo de
enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase e glutationa peroxidase
(BAYDAS et al., 2001). No diabetes melitus 0 aumento do estresse oxidativo, devido

ao aumento na geracdo de espécies reativas ao oxigénio, combinado com a
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diminuicdo da protecdo antioxidante da melatonina pode, possivelmente ter um
papel na retinopatia diabética (OBROSOVA; FATHALLAH; GREENE, 2000).
Sabendo-se que a hiperglicemia decorrente do diabetes € um dos principais
fatores que contribui para o desenvolvimento da retinopatia diabética e que a
melatonina modula as funcdes da retina (LUVONE et al.,, 2005; WIECHMANN;
SUMMERS, 2008), além ser um dos maiores antioxidantes naturais, a presente
pesquisa propde testar a hipotese de que a melatonina exdégena pode neutralizar 0s

efeitos adversos da retinopatia diabética.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus (DM) é um distarbio metabdlico crénico, caracterizado por
niveis elevados na concentracdo de glicose circulante, em funcéo da deficiéncia na
secrecdo (Diabetes mellitus tipo 1), ou, no comprometimento da a¢do periférica da
insulina (resisténcia a insulina), o que caracteriza o diabetes mellitus tipo 2 (SILVA
et al.,, 2011). Cerca de 350 milhdes de pessoas no mundo sdo estimadas ter
diabetes (DANAEI et al., 2011) com o tipo 2 respondendo a cerca de 90% de todos
0s casos diagnosticados (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008),
representando assim, um grande problema na saude publica ( LUO; MEI-LING,
2014).

O diabetes € um dos principais fatores responsaveis pelas doencas crénicas
coronarianas e insuficiéncia cardiaca no mundo ocidental (GO et al., 2013). Assim,
consequéncias para 0s organismos sao variadas, incluindo hipertenséo, nefropatias,
retinopatias, cardiopatias e neuropatias e quando a reabsorcdo renal de glicose
ultrapassa o seu limiar, ocorre a glicosuria, causando uma diurese osmaética que leva
a polidria e a polidpsia (SILVA et al., 2011). A hipertensao coexistente, leva a lesao
renal progressiva, portanto o seu tratamento diminui a evolugdo da nefropatia
diabética (RANG et al., 2004).

Os Estados Unidos € um dos principais paises afetados com essa doenca
apresentando 28 milhdes de pessoas comprometidas e com uma incidéncia anual
de 180 mil novos casos (GO et al., 2013). O risco de doencas cardiovasculares é
também bastante elevado em pacientes com diabetes, representando a causa
primaria de sua morbidade e mortalidade (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2014). Especificamente, individuos com diabetes apresentam uma disfuncdo na
regulacdo do fluxo sanguineo nas artérias coronarias (BAGI; FEHER; BELEZNAI,
2009).

A prevaléncia no Brasil € comparavel a dos paises mais desenvolvidos onde o
DM é considerado o maior problema de saude. Entretanto, é na sua morbidade que
se encontra 0 maior impacto sécioeconémico (BOSCO et al., 2005). Esse impacto,

deve-se as complicacdes causadas pelo diabetes que encurta a vida produtiva dos
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individuos, piorando sua qualidade de vida e a dos seus familiares. Estimativas
indicam que em alguns paises, essa doenca pode comprometer de 5% a 14% das
despesas destinadas a saude (BOSCO et al., 2005).

A hiperglicemia nessa enfermidade ocorre devido ao débito hepatico alterado
de glicose, e, a captacdo diminuida de glicose pelos musculos esqueléticos com
sintese reduzida de glicogénio (SILVA et al.,, 2011) além disso, ela ocasiona
alteracdes no metabolismo dos lipideos e proteinas (DAS; PADAYUTTI; PAULOSE,
1996). Bem como, a insulina € o horménio anabdlico que apds interagdo com seu
receptor de membrana especifico, estimula a captacdo de glicose pelas células por
meio de proteinas integrais de membrana denominadas GLUTs (MOURA et al.,
2012). Tal evento regula a homeostase glicémica, estimula a lipogénese hepatica, e
nos adipécitos reduz a lipdlise, bem como regula o “turnover protéico” (SABETSKY;
EKBLOM, 2010).

O diabetes mellitus pode ser classificado em: DM tipo 1, DM tipo 2, Diabetes

gestacional e outros tipos especificos de diabetes (YAMAZAKI, 2004). No diabetes

tipo 1, também conhecida como “juvenil”, ocorre devido a destruicdo das células B

por um processo autoimune (tipo A) ,0 que envolveria a complexa cooperacao entre
0 sistema imune inato e o adaptativo, evolutivamente projetados para fornecer
protecdo contra ameacas ambientais (MANDRUP-POULSEN, 2014), ou por uma
causa desconhecida (tipo B ou idiopatica). Na forma autoimune, ocorre um processo
de insulite e a presenca de autoanticorpos (anti-descarboxilase de &cido glutamico,
anti-ilhotas e anti-insulina) (GROSS et al., 2002). Enquanto da idiopatica,
caracteriza-se pela auséncia de insulite e de autoanticorpos. A auséncia absoluta de
insulina no DM tipo 1, resulta em manifestacBes clinicas evidentes quando
comparadas a do tipo 2 (GROSS et al., 2002).

Todavia, 0 DM tipo 2, é ocasionada devido a disturbios na secrecéo e a¢éo da
insulina (YAMAZAKI, 2004). Anteriormente era mais frequente em individuos acima
de 40 anos, sendo denominada diabetes da maturidade, hoje, no entanto, ocorre
uma alta incidéncia em individuos jovens (YAMAZAKI, 2004). O tipo 2 é uma doenca
multifatorial, sendo o resultado de uma combinacdo de genes e de fatores
ambientais (KAHN, 1994), contudo, devido a quantidades significativas de insulina
residual, hiperglicemia, cetoacidose no organismo, ndo sejam tdo evidentes, torna

dificil o diagnéstico precoce da doenca (YAMAZAKI, 2004). Por isso, ela ocasiona
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complicagcbes a nivel microvascular (retinopatias, nefropatias) e macrovascular
(doencgas coronérias, doencas vasculares periféricas) e neuropatias, afetando nervos
motores, sensoriais e autondmicos (SIMA; SUGIMOTO, 1999).

No DM gestacional, ocorre tolerancia diminuida aos carboidratos podendo
persistir ou ndo apos o parto para o DM tipo 2 ( BUCHANAN et al., 2007; GROSS et
al., 2002). Entretanto, em outros tipos especificos de diabetes, eles sdo ocasionados

devido a defeitos genéticos na funcéo das células B e na agdo da insulina, doencas

do pancreas exocrino, endocrinopatias, inducdo por drogas ou produtos quimicos,
infecgdes e formas incomuns de diabetes imuno-mediado (GROSS et al.,2002).
Hiperglicemia crbnica no diabetes leva a complicagcdes microvasculares que
afetam severamente a qualidade de vida (SALIDO et al.,, 2013). A retinopatia
diabética pode ser a mais comum dessas complicacdes e uma das principais causas
de deficiéncia visual e cegueira (SALIDO et al., 2013). Em pacientes, sem controle
adequado do DM tipo 1 ou tipo 2, a microcirculacdo retiniana é constantemente
exposta a niveis elevados de glicose, e este fato resulta em muitas alteracbes
estruturais e funcionais (UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP, 1998).
Devido a importancia do diabetes, varios grupos de estudos, tém
pesquisado se as complicagbes desta enfermidade podem ser evitadas, reduzidas,
ou mesmo revertidas por meio do controle adequado dos niveis de glicose no
sangue, uso de insulina exdégena, ou hipoglicemiante oral (ZANGON et al., 2006).
Dietas e exercicios fisicos sdo Uteis para melhorar a glicemia, sem, no entanto,
restaurar completamente a acdo da insulina (ALZAID, 1996).

Entre os farmacos utilizados até o momento se encontram: as sulfonilireas,

gue agem nas células B pancreaticas aumentando a secrecdo de insulina e que

apresentam como alvo molecular o receptor de sulfonilirea; as tiazolidinedionas, as

quais atuam aumentando a sensibilidade dos tecidos a insulina tendo como alvo

molecular o receptor gama ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARY); a

metformina, que inibi a liberacdo de glicose hepéatica e aumenta a sensibilidade

periférica a insulina, nela ndo se tem alvo molecular conhecido e a x-glicosidase

(acarbose), as quais atuam no intestino, reduzindo a taxa de absorcdo de

carboidratos, e como alvo a & glicosidase (MOLLER, 2001; BAYLEI, 2000).
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Descoberta em 1921, a insulina é utilizada em terapias no caso de cancer,
queimaduras, injurias severas, além do diabetes (MARTINEZ-RIQUELME; ALLISON,
2003). Ela apresenta acdo no figado, musculo e tecido adiposo via ativacdo do
receptor insulina. Utilizada em todos os caso do DM tipo 1 e, em alguns casos
(30%), em individuos com DM tipo 2. Ela promove a sintese e armazenamento de
carboidratos, lipidios proteinas, além de inibir a quebra e liberagdo dos mesmos para
a corrente sanguinea (SALTIEL; KAHN, 2001).

Hiperglicemia crénica no diabetes leva a complicacdes microvasculares que
afetam severamente a qualidade de vida (SALIDO et al.,, 2013). A retinopatia
diabética pode ser a mais comum dessas complicagdes e uma das principais causas
de deficiéncia visual e cegueira (SALIDO et al., 2013). Em pacientes, sem controle
adequado do DM tipo 1 ou tipo 2, a microcirculacdo retiniana é constantemente
exposta a niveis elevados de glicose, e este fato resulta em muitas alteracdes
estruturais e funcionais (UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP, 1998).

N&do ha davida de que um tratamento com insulina de forma adequada é
absolutamente necessario para se obter bons resultados no tratamento do diabetes,
no entanto, uma metodologia detalhada e bem fundamentada é necesséria
(PINHEIRO et al., 2011), visto que todas as abordagens terapéuticas ainda nao sao

capazes de evitar as alteracdes do diabetes induzidas nos tecidos.

2.2. Aretina

2.2.1. Estrutura

A retina é responsavel pelo fenébmeno chamado fototransdugédo, que € a
transformacdo do estimulo luminoso em energia elétrica, ou seja, ela capta os
fétons, converte a energia fotoquimica em energia elétrica, integra os potenciais de
acao resultantes e transmite para o lobo occipital do cérebro, local que ocorre a
decifracdo e interpretacdo das imagens (SERRARBASSA; DIAS; VIEIRA, 2008). A
retina € separada da circulacdo sistémica pelas barreiras hemato-retinianas e
hemato-aquosa e recebe seus suprimentos nutricionais das circulagdes retiniana e
coroidal, e possivelmente do corpo ciliar por difusdo através do vitreo (BITO;
SALVADOR; PETRINOVIC, 1978).
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Ela € uma estrutura capaz de captar fétons, consome cerca de 50% de
oxigénio a mais que o0s outros tecidos, oxigénio o qual € consumido
consideravelmente pelos seus fotorreceptores, sendo o plexo vascular, formado pela
circulacao da coroide, estrutura a qual fornece oxigénio e nutrientes para o epitélio
pigmentar da retina (GUIMARAES; GERENUTTI, 2013).

Sob a luz da microscopia Optica, ela é formada por dez camadas: a primeira
camada, mais externa, € denominada de epitélio pigmentar que fica entre a coroide
e a retina; a segunda corresponde a camada de fotorreceptores, responsaveis pela
captacdo e transducao da energia luminosa; a terceira € a camada limitante externa,
formada pelos prolongamentos das células de Miller (células da glia); a quarta é a
camada nuclear externa, onde se localizam os nucleos dos fotorreceptores; camada
plexiforme externa, local de contato sinaptico entre os fotorreceptores, células
bipolares e células horizontais; a sexta corresponde a camada nuclear interna, onde
se encontram 0s corpos celulares das células bipolares, amécrinas, horizontais e de
Miuller; a sétima camada € a plexiforme interna, na qual ocorrem sinapses entre as
células bipolares, amécrinas e ganglionares; a oitava refere-se a camada das células
ganglionares, constituidas pelos nucleos das células ganglionares; a nona camada é
a Camada de fibras nervosas, formadas pelos axénios das células ganglionares que
formam o nervo Oéptico; e por ultimo a décima camada é a membrana limitante

interna, formada pelos prolongamentos das células de Miller (GU et al., 2007).
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Figura 1: Diagrama de organizacdo das células da retina. Fonte: bioug.blogspot.com

A camada de células fotorreceptoras é formada pelos cones e bastonetes,
essas células estao proximas a superficie externa da retina, e a luz, para atingi-las,
deve atravessar toda a cavidade vitrea e a parte interna da retina (BOSCO et al.,
2005). A camada mais externa € o epitélio pigmentado, o qual estd em intimo
contato com os segmentos externos dos fotorreceptores (CORMACK, 1996).

Os neurbnios (fotorreceptores, células bipolares, horizontais, amacrinas e
ganglionares) desempenham fungdes sensoriais e definem a percepcdo da cor,
resolucdo espacial e discriminacdo de contraste (MASLAND, 2001). Todavia, as
células de Miller e os astrocitos sédo células gliais que estdo presentes desde o
epitélio pigmentado da retina até a membrana limitante interna, sendo responsaveis
pelo fornecimento de suporte nutricional e regulatério para 0s neurdnios
(SERRARBASSA; DIAS; VIEIRA, 2008). Além disso, convertem substratos, incluindo
lactato e aminoacidos, da circulacdo para os neurdnios, regulam as propriedades
das barreiras hemato-retinianas (GARDNER et al., 1997) e a funcdo sinaptica

(NEWMAN, 2003). As células de Miiller, regulam a concentracdo de ions extracelular
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para modular a polarizacédo e a despolarizagdo da membrana plasmatica, participam
com os fotorreceptores do ciclo glutamato-glutamina para controlar a
neurotransmissao, armazenam glicogénio para conversao em lactato e protegem 0s
neurénios da excitotoxicidade do glutamato (LIETH, 2001). As células gliais estao
presentes entres os neurbnios e 0s vasos da retina e fazem parte do seu
metabolismo e nutricdo (ANTONETTI et al.,2006).

Outro tipo de célula presente na retina € a microglia, que sdo macrofagos
controladores do ambiente local pela interacdo com neurdnios e células da glia, elas
reagem aos estresses causados por traumas, infecgdes ou deslocamento da retina,
devido a liberagcdo de enzimas pro-inflamatorias (KRADY et al., 2005). Em relagdo
ao suporte nutricional e a remocao de produtos indesejaveis enviados para dentro
da retina, os pericitos e as células vasculares endoteliais sdo o0s responsaveis, e tem
sido foco de muita pesquisa em retinopatia diabética (SERRARBASSA; DIAS;
VIEIRA, 2008).

A camada de células do epitélio pigmentado é formada por um epitélio
cubdide simples, com células carregadas de pigmento. Ela serve como um condutor
seletivo de substrato; permite a difusédo de oxigénio da coréide para a retina, remove
0 &cido lactico da retina e fagocita o segmento externo dos fotorreceptores, além
disso, faz parte da barreira hemato-retiniana externa, absorve luz, secreta fatores
troficos e, em conjunto com os fotorreceptores, participa do ciclo da vitamina A
(STRAUSS, 2005).

A camada de cones e bastonetes, sdo células polarizadas cujas porcoes
apicais (segmento externo), sdo dendritos especializados recobertos pelas células
epiteliais pigmentares. As bases dos bastonetes e cones fazem sinapses com as
células subjacentes da camada bipolar (GARTNER, HIATT; 1997).

Os bastonetes sdo ativados apenas na penumbra e sdo bastante sensiveis a
luz, no entanto, ndo conseguem medir sinais em luz brilhante nem perceber as
cores. Sao células alongadas, formadas por segmentos internos e externos, uma
regido nuclear e uma regiado sinaptica. O segmento externo é constituido por varias
lamelas membranosas em forma de disco que contém rodopsina, um pigmento
visual sensivel a luz (GARTNER, HIATT; 1997).

Entretanto, os cones sdo células ativadas na luz clara e produzem maior

acuidade visual do que os bastonetes. Apresentam estrutura alongada semelhantes

27



623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655

7

aos bastonetes com poucas excegles entre eles é que seu segmento externo
assemelha-se mais a um cone e, ao contrario dos bastonetes, sdo sensiveis a cor e
a luz clara. Os cones também apresentam uma diferente variedade do fotopigmento
iodopsina, com cada variedade possuindo uma sensibilidade maxima ao vermelho,
verde ou azul (GARTNER; HIATT, 1997).

Uma outra camada da retina € a membrana limitante externa, sendo esta
formada por uma fileira de zbnulas de adesdo entre as células de Miiller e os
fotorreceptores. Contudo, a camada nuclear externa, consiste em uma zona
preenchida principalmente pelos nucleos dos bastonetes e cones e a plexiforme
externa é a responsavel pelas sinapses axodendritricas entre as células
fotorreceptoras e outras células neuronais entre elas as horizontais, as amacrinas e
bipolares (GARTNER; HIATT, 1997).

A membrana limitante interna é a primeira camada interna da retina, sendo
composta pelas laminas basais das células de Miller (GARTNER, HIATT,; 1997),
com uma espessura média de um a trés micrdbmetros em pacientes ndo diabéticos
(BRASIL; BRASIL, 2006).

A camada nuclear interna é formada pelos ndcleos das células de Miller,
horizontais, amécrinas e bipolares e a camada plexiforme interna pelos
prolongamentos das células ganglionares, bipolares e amacrinas. Por conseguinte, a
camada de camada de células ganglionares, é constituida de neurénios multipolares
das células ganglionares com até 30 p de didmetro (GARTNER, HIATT; 1997). Elas
sdo as Ultimas células da retina a receber e processar a informacao luminosa
captada pelos fotorreceptores, compondo uma via retino-hipotalamica que informa
aos nucleos supraquiasmatico a alternancia de claro-escuro, participando do ciclo
circadiano (ROLLAG; BERSON; PROVENCIO, 2003).

2.2.2. Fototransducao

O processamento de informacdo luminosa no sistema nervoso central se
inicia quando a luz atravessa toda a retina e estimula o segmento externo dos
fotorreceptores, apesar de suas diferencas estruturais e funcionais, 0s
fotorreceptores desempenham mecanismos semelhantes de conversao da

informagé&o luminosa em alteragdes nos seus potenciais de membrana, ou seja, em
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sinais neurais. Essa cascata de reacdes bioquimicas intracelulares ativadas pela luz
€ chamada de fototransducéo (JOSELEVITCH, 2008).

A fototransducdo consiste em um processo metabdlico acoplado a uma
proteina G. Na escuriddo, os segmentos externos dos bastonetes encontram-se em
um estado de despolariza¢do, devido a um influxo constante de ions sodio para o
seu interior. Sendo estes canais ativados por Guanosina Monofosfato Ciclico
(GMPc), um segundo mensageiro produzido pela enzima Guanilato ciclase, que
mantém os canais abertos, permitindo a entrada de sodio. Com a incidéncia da luz,
a radiacdo eletromagnética € absorvida pela opsina, a qual sera ativada por uma
alteracdo na conformacéao do retinal (BURNS et al., 2002; LAMB, PUGH JR, 2006).

A ativacdo da rodopsina estimula a Transducina, proteina G localizada na
membrana, a qual ativa a fosfodiesterase, uma enzima efetora que hidrolisa o
GMPc, reduzindo sua concentragdo na membrana, o que determinard o fechamento
dos canais i6nicos e a interrupcdo da entrada de ions sédio, hiperpolarizando a
membrana do segmento externo dos bastonetes (BURNS et al., 2002; LAMB; PUGH
JR, 2006).

Os fotorreceptores respondem com variacbes de potencial graduado,
sofrendo hiperpolarizagdo, com inibigéo da liberacdo do neurotransmissor glutamato
com a presenca de luz e despolarizacdo estimulacéo da liberagdo de glutamato na
auséncia do estimulo luminoso (LAMB; PUGH JR, 2006).

As alteracbes no potencial graduado nos fotorreceptores levam a alteracdes
de potencial graduado nas células bipolares, as quais sdo classificadas de acordo
com a resposta do neurotransmissor liberado. Com isto, as células bipolares podem
ser do tipo on, as quais se hiperpolarizam com a presenca do glutamato e,
despolarizam na sua auséncia, ou do tipo off, que possuem efeito contrario
(BERNTSON; TAYLOR, 2000). A funcdo das células bipolares esta diretamente
relacionada ao conceito de campo receptivo, que corresponde a area da retina que
qguando estimulada, gera alteracdes no potencial da membrana celular (SANES;
ZIPURSKY; 2010). Contudo, com a chegada da luz a retina, 0os receptores que
formam o centro do campo receptivo irdo se hiperpolarizar, reduzindo a liberacdo de
glutamato na fenda sinaptica, o que por sua vez causara uma despolarizacdo nas

células bipolares on, enquanto que as células horizontais ligadas aos fotorreceptores
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da periferia ndo iluminada do campo receptivo sofrem despolariza¢do, provocando a
hiperpolarizacdo das células off (BERNTSON; TAYLOR, 2000).

Assim, quando os sinais das células bipolares finalmente chegam as células
ganglionares, sera gerado um potencial de acdo nestas células, cujos axénios irao
se agrupar formando o nervo Optico e convergir para o disco 6ptico. O nervo Optico
conduzira este potencial para os centros superiores de processamento visual (LENT,
2010).

2.2.3. Suprimento sanguineo da retina

A artéria oftalmica, ramo da artéria carétida interna, € responsavel pela
irrigacdo sanguinea ocular emitindo ramos responsaveis pelo suprimento das
camadas internas da retina através da artéria central da retina, assim como também
se ramifica em artérias ciliares posteriores que irrigam as camadas externas,
coroide, corpo ciliar e iris (JONAS; DICHTL, 1996).

No sistema visual, a luz tem de atravessar toda a espessura da retina para
alcancar os fotorreceptores, desta forma a distribuicdo espacial das estruturas
vasculares deve interferir o menos possivel com a passagem da luz. Na verdade, as
estruturas vasculares representam menos de 5% da massa retiniana total.
(GARDNER et al., 2002).

Nos Roedores, o suprimento sanguineo a retina tem duas origens diferentes, a
artéria central da retina e os capilares da coroide. Desde a zona mais interna da
retina até a camada nuclear externa a vascularizacdo realiza-se através da
circulagdo intra-retiniana. Os restantes estratos mais externos dependem da
circulacao coroideana (65-85%). Estes dois sistemas vasculares encarregam-se de
satisfazer as elevadas necessidades de oxigénio e glicose das células nervosas
(KOLB et al., 2011).

Os Roedores possuem uma retina do tipo holoangiético, o que significa que a
arvore vascular tem origem na artéria central da retina e se ramifica, desde o disco
do nervo éptico até a periferia, em arteriolas, vénulas e numa extensa rede de
capilares (Figura 2). Os vasos sanguineos retinianos distribuem-se por trés plexos
vasculares: o plexo vascular superficial, situado na camada ganglionar, o plexo

vascular intermédio, a nivel da camada plexiforme interna, e, mais profundamente, o
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plexo vascular profundo que invade a camada plexiforme externa (PAQUES et al.,
2003).

Figura 2 — Padréo vascular da retina de ratos. Injecdo de fluoresceina. A partir do
disco optico a artéria central da retina ramifica-se em varias arteriolas retinianas que
se distribuem radialmente até a periferia. As vénulas retinianas surgem num plano
mais profundo e convergem no disco Optico. DO, disco Optico; A, arteriolas; V,
vénula. Fonte: Dissertacdo de mestrado Joana Araudjo Nobre Catita.

A retina consome oxigénio mais rapidamente do que qualquer outro tecido. As
exigéncias de energia elevada do epitélio pigmentar da retina e dos fotorreceptores
se deve a sintese dos componentes celulares necesséarios para a sua constante
renovacdo (NGUYEN-LEGROS; HICKS, 2000). Prestacdo de uma oferta adequada
de oxigénio e glicose fornece uma explicacao para o alto fluxo sanguineo na coroide,
considerado como o0 mais elevado de todos os tecidos do corpo em termos de fluxo

de sangue por unidade de massa de tecido (SHAO et al., 2011).

2.3 Retinopatia diabética

A retinopatia diabética (RD) é considerada uma doenca vascular, com risco
de perda da visdo, que se apresenta clinicamente de acordo com o estado
proliferativo da vasculatura retiniana (KOWLURU et al., 2001). Essa enfermidade
envolve hemorragias, obliteracdo vascular, resultando em neovascularizagdo e
consequentemente a esses eventos, proliferacédo fibrovascular e desprendimento da
retina, os quais secundariamente podem provocar degeneracdo neural da retina
(OZAWA et al., 2011).
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Estudos tém demonstrado que quase todos os pacientes com diabetes
mellitus tipo 1, e mais de 60% dos individuos com diabetes tipo 2, tém algum grau
de retinopatia apods vinte anos de doenca (ROBINSON et al., 2012). Estudos
baseados na populacédo atual sugerem que cerca de um terco dos diabéticos tem
algum sinal de RD e aproximadamente um décimo apresenta seu grau avangado,
incluindo seu estagio proliferativo e edema de macula (WONG et al., 2008; WANG et
al.,2009; ZHANG et al., 2010).

As alteracdes vasculares que ocorrem no inicio da RD né&o proliferativa,
incluem dilatacdo dos vasos sanguineos, obstrucdo capilar e degeneragédo, aumento
de leucdcitos e da permeabilidade associada a ruptura da barreira hemato-retiniana,
perda de pericitos e formagcdo de microaneurismas. O estagio avancado da RD
proliferativa é caracterizada por neovascularizacdo (KUSARI et al., 2010).

O Unico objetivo da circulacdo retiniana € apoiar as demandas metabdlicas
dos neurdnios da retina e das células da glia, essas células também podem ser
danificadas pelo estado do diabetes. (XIN et al., 2012). As células ganglionares da
retina assumem um papel critico de transmissdo dos sinais visuais para o cortex
cerebral antes do processamento de sinais. Assim, disfuncdo nas células gliais,
neuronais e principalmente nas células ganglionares podem ocorrer
concomitantemente com anormalidades no fluxo de sangue e, muitas vezes antes
do aparecimento do dano microvascular evidente (ANTONETTI et al.,, 2006).
Anormalidades da atividade eletrofisiol6gica da retina também podem ser detectadas
antes do aparecimento clinico das lesBes vasculares (BLOODWORTH, 1962;
WOLTER; 1961).

Os trés principais fatores de risco para a RD séo o diabetes, a hiperglicemia e
a hipertensdao (CHEUNG; MITCHELL; WONG, 2010; GROSSO et al.,, 2011). O
indice de massa corporal e a dispilidemia, possivelmente também sédo fatores,
porém, as associacfes nao tém sido tdo consistentes (BENAROUS et al., 2011;
DIRANI et al.,2011). Fatores genéticos também parecem estar envolvidos com essa
doenca, no entanto, genes especificos ndo tém sido claramente identificados,
apesar de grandes estudos (ABHARY et al., 2009; SOBRIN et al., 2011).

Em relacdo a patogénese da RD, as alteragcbes que contribuem para o
estresse oxidativo e a baixa regulacédo de enzimas antioxidantes, desempenham um
importante papel (MADSEN-BOUTERSEN; KOWLURU 2008; JARRET et al., 2008).
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O estresse oxidativo, é considerado uns dos principais fatores envolvidos na
patogénese da RD, e em outros desequilibrios bioquimicos, como por exemplo,
aumento do poliol, da hexosamina da proteina quinase C e das AGEs (produtos
finais de glicacdo avancada), e estes desequilibrios levam a alteracdes estruturais e
funcionais, tais como perda acelerada de células capilares na microvasculatura
retiniana, aumento na permeabilidade vascular e aumento na formagéo do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) (KOWLURU; CHAN, 2007; KAUR., 2008).

O VEGF é um fator angiogénico induzido por hipoxia (SHWEIKE et al.,1992) e
um grande fator de permeabilidade vascular (SENGER et al.,1983) que surgiu como
um mediador chave na permeabilidade da barreira hemato-retiniana na RD e em
outras doencas isquémicas (COSTA et al., 2007; ISHIDA et al., 2003).

A RD também compartilha similaridades com doencas inflamatérias crénicas
devido ao aumento da permeabilidade vascular, edema, infiltracdo de células
inflamatorias, destruicdo de tecidos, neovascularizacdo,e a expressao de citoquinas
pré-inflamatéria e quimiocinas na retina. O aumento da expressao de fatores
vasoativos e citocinas provavelmente desempenham um papel importante na
estrutura e nas alteracdes funcionais da retina (KHAN; CHAKRABARTI, 2007,
(WIROSTKO; WONG; SIMO, 2008). No entanto, estudos em humanos né&o
revelaram consistente associagao entre a retinopatia e inflamagéo (LIM et al., 2010).

Em relacdo aos tratamentos disponiveis para a RD, no seu estagio mais
avancado, a fotocoagulacdo a laser, a cirurgia de vitrectomia, as injecdes intra-
oculares de esterdides e anti-VEGF, apresentaram bons resultados, porém, ndo séao
Gteis no inicio do tratamento e ndo evitam o risco de cegueira (CHEUNG;
MITCHELL; WONG, 2010). O tratamento com laser é propriamente destrutivo, com
efeitos colaterais inevitaveis, e também nao € eficaz em reverter a perda da visao,
da mesma forma, a terapia anti-VEGF apresenta risco sistémico (TRUONG; WONG,;
KHACHIGIAN, 2011). Portanto, novas estratégias de tratamento preventivo ou que
possam proporcionar intervencées nos estagios iniciais do diabetes atrasando ou

impedindo sua progressao sao necessarios (ROBINSON et al., 2012).

2.4 Melatonina
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A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um hormonio sintetizado
principalmente pela glandula pineal, e também por outras fontes tais como: retina,
células imunocompetentes, trato gastrointestinal, figado, testiculos, ovarios
(HARDELAND et al., 2011). Essas fontes extrapineal contribuiriam pouco para a
concentragdo plasmatica da melatonina, contudo, teriam importancia consideravel
para acdo paracrina e/ou autrocrina desse horménio (PONTES et al., 2006). Ela é
um dos mais poderosos antioxidantes naturais (REITER et al., 1999) que evita
danos oxidativos em macromoléculas, como lipideos, proteinas e acidos nucléicos
(BAYDAS et al., 2004; REITER et al., 2001). Sua principal fungéo bioldgica inclui a
regulacao do ritmo circadiano (fase de dormir e acordar), a melhoria da qualidade do
sono (LI; ZHANG; TANG, 2013), a reproducao em espécies sazonais e ndo sazonais
(BERGER, 2008) e a funcdo da retina (BRZEZINSKI, 2005). Estudos também
demonstraram que ela apresenta atividade anti-inflamatdria, anti-apoptoética e
antioxidante (LI; ZHANG; TANG, 2013).

Sua acdo é ativada através da ligacdo retino-hipotalamico, e, a partir da
retina, faz com que os nudcleos supraquiasmaticos (NSQ) recebam informacbes
sobre a iluminacdo ambiental (REITER, 1981). As mensagens que partem do NSQ
sdo transmitidas para neurbnios do segmento cervical da medula, e, em seguida,
sdo enviadas para os ganglios simpéticos cervicais superiores, e destes para a
glandula pineal (HIRIART, 2012). O tecido da glandula pineal é altamente
vascularizado e constituido de células conhecidas como pinealécitos que produzem
melatonina e peptideos como a vasopressina, e células da neuroglia, astrocitos do
tecido nervoso (REITER, 1981).

A melatonina ndo é armazenada no local de sintese e, por conseguinte, &
segregada diretamente para o liquido cefalorraquidiano e circulacdo vascular
(REITER; TAN; FUENTES-BROTO, 2010).

O pico da secrecdo de melatonina é alcancada na primeira metade da noite,
decaindo gradualmente (HIRIART, 2012). Em virtude das estac6es do ano, conforme
os dias vao ficando mais curtos, a exposicdo dos animais a melatonina aumenta,
informando ao organismo a duracdo da noite, e consequentemente, o periodo do
ano correspondente (HARDELAND et al., 2011).

Existem trés principais vias de degradacdo deste horménio, sendo a hepatica

considerada a via classica, onde a enzima CIP P450 do figado metaboliza a
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melatonina em 6-hidroximelatonina, que em seguida é conjugada com sulfato ou
glucoronida, sendo entdo secretada na urina (SLOMINSKI et al., 2012). Quando a
melatonina reage com o0 peroxinitrito, forma o metabdlito 6-hidroximelatonina que
manifesta uma atividade antioxidante maior em determinados modelos in vitro
(REITER; TAN; BURKHARDT, 2002).

Por ser uma molécula anfipatica, a melatonina pode atravessar passivamente
a membrana celular e, dessa forma, pode regular diretamente reacfes/funcdes no
interior das células, independentemente da interacdo com o0 receptor
(DUBOCOVICH, 1997). Por outro lado, diversas a¢des da melatonina sdo mediadas
por receptores de membrana em varios tecidos, como o receptor MT1 e o MT2, que
permitem transmitir ritmicidade a estruturas que estdo do lado de fora da barreira
hematoencefalica (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). Ha ainda outro tipo de
receptor, o0 MT3, que apresenta classificacdo controversa, podendo ser considerado
também como enzima, a quinona redutase Il, que regula a adeséo dos leucocitos no
endotélio vascular (VINCENT et al., 2010).

A expressdo do receptor MT1 ocorre principalmente no sistema nervoso
central (SNC), em 6rgaos reprodutores, rim, figado, vasos e pele (PANDI-PERUMAL
et al.,, 2008). JAa o MT2 é expresso de forma mais restrita, sendo encontrada
principalmente no cérebro e retina, embora sua presenca também tenha sido
detectada no pulméo, células do sistema imunolégico, duodeno e adipocitos
(PANDI-PERUMAL et al., 2008). Esses receptores tém afinidades diferentes para a
melatonina, sendo cerca de trés vezes maior para o MT1 em relagdo ao MT2 (WITT-
ENDERBY et al., 2003). Além disso, os receptores podem atuar como monémeros
ou dimeros, sendo que a presenca de heterodimeros MT1/MT2 e o homodimero
MT1 sdo mais prevalentes em relacdo ao homodimero MT2 (ZLOTOS et al., 2013).

Foi descrito que, na retina os receptores MT1 e MT2 formam heterodimeros e
gue a auséncia de um dos receptores inviabiliza o efeito da melatonina neste tecido
(BABA et al., 2013).

Alguns dos efeitos importantes da melatonina s&o: atuar como transdutor
neuroenddcrino, integrando os sinais neurais da retina, que depende da duracgéo e
intensidade da iluminacdo ambiental, liberando sinais na corrente sanguinea
sincronizando os ritmos circadianos (CHAHBOUNI et al., 2010). Além do controle do

ciclo circadiano, ela vem sendo atrelada com diversas fungbes especificas, estando
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relacionada ao envelhecimento, a obesidade, a sensibilidade a insulina, a maturacao
sexual, as acdes antidepressivas, ao controle das secre¢bes de hormdnios (do
crescimento, hormdnios adrenais e tireoideanos), e como agente antioxidante,
substancia oncoestatica, substancia cardioprotetora, mediador inflamatério e
substéancia osteogénica ( PANDI-PERUMAL et al., 2006).

2.5 Melatonina e diabetes

A avaliacdo das relacdes entre diabetes, metabolismo da glicose, e os efeitos
da melatonina € um tema de grande interesse (DERLACZ et al., 2005). Foi sugerido
gue tratamentos com antioxidantes podem ser uma importante op¢ao terapéutica na
prevencado das complicacdes vasculares causadas pelo diabetes (BONJUGA et al.,
2004). A protecao antioxidante da melatonina ja foi demonstrada tanto in vivo como
in vitro ao nivel de membrana celular, mitocondrias e nucleo (REITER, 2000). Além
de suas a¢des como um eliminador de radicais livres, ela também estimula enzimas
antioxidantes, como por exemplo a superoxido dismutase a glutationa peroxidase e
a glutationa redutase, o que promove ainda mais a sua capacidade de reduzir a
toxicidade dos radicais livres e dos seus reagentes associados (REITER et al., 2000;
RODRIGUEZ et al., 2004). Pesquisas mostraram que melatonina poderia restaurar
o status antioxidante prejudicado em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
(ANWAR; MEKI, 2003). Da mesma forma, sua administracao a longo prazo reduziu a
hiperlipidemia e a hiperinsulinemia e restaurou a relacdo dos &cidos graxos
poliinsaturados no soro e tecidos de ratos diabéticos (NISHIDA, 2005).

Estas acBes combinadas da melatonina, juntamente com sua baixa toxicidade
e sua capacidade de penetrar todas as membranas morfofisiolégicas, a torna um
benéfico antioxidante em todo organismo (TOPAL et al., 2005; LEE et al., 2005)

2.6 Melatonina e retina
Embora a melatonina seja mais amplamente conhecida como um produto da

glandula pineal, sua sintese também ocorre em local extra-pineal, em vertebrados e

em plantas (SIU et al., 2006). No olho, a melatonina sintetizada modula o segmento
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externo do fotorreceptor (GRACE; CHIBA; MENAKER, 1999) e a sensibilidade & luz
(DJAMGOZ et al., 1997).

Os olhos, como outras estruturas, estdo sujeitas a estresse oxidativo,
persistente na forma de espécies reativas ao oxigénio (ROS) ou, ao nitrogénio
(RNS), mediante a oxida¢do de moléculas essenciais, e esses agentes contribuem
para uma variedade de doencas de estruturas oculares, entre elas, a retinopatia da
prematuridade,a retinite pigmentosa, a catarata, o glaucoma entre outras (SIU et al.,
2006).

A retina responde ao meio hiperglicémico hipéxico por meio de varias
alteracdes bioquimicas. A producdo desregulada de VEGF pela mesma é uma das
respostas mais devastadoras para o estresse oxidativo (MADSEN-BOUTERSE;
KOWLURU, 2008). Estudos mostram que na retina hipoxica, a qual € uma condi¢ao
patoldgica na retinopatia diabética, apresentava conteido de melatonina mais baixo,
e que a suplementacdo da dieta com melatonina inibe a producdo de VEGF na
retina (KAUR et al., 2007).

Outras pesquisas também mostraram que a melatonina também €& capaz de
modificar a peroxidacdo lipidica das células da retina de ratos sob alto teor de
glicose (BAYDAS et al., 2004). Além disso, ela preserva os niveis de glutationa no
citoplasma e nas mitocondrias, eliminando os danos oxidativos nesses locais (LEON
et al., 2005).

Essas acdes desse horménio ajudam a proteger as estruturas oculares do
abuso dos radicais livres, eliminando esses radicais, preservando a regulacdo das
atividades das enzimas antioxidantes e aumentado a atividade de transferéncia de
elétrons da mitocéndria, evitando assim, a geracdo de radicais livres (SIU et al.,
2006).

2.7 Eletrorretinograma

A eletrorretinograma (ERG) é um exame oftadlmico que consiste no registro da
atividade elétrica produzida pelas células da retina, obtidos a partir de um estimulo
luminoso difuso (flashes), o qual € projetado no olho, sendo esta atividade captada
pela superficie da cornea (MARMOR et al., 2009). Trata-se de um meio para estudar

a funcdo da retina, sendo um método néo invasivo e de facil realizacdo, permitindo
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um manejo seguro, mesmo nos casos que se faz necessario a aplicacdo de
anestesia (NUSINOWITZ; HECKENLIVELY, 2006).

E utilizado tanto na medicina humana quanto na veterinaria como importante
modelo biologico para estudo das degeneracdes da retina como nos casos de
intoxicacao, diabetes e catarata (PETERSEN-JONES et al., 2006).

O registro de eletrorretinograma pode ser feito sobre diferentes condi¢gbes de
adaptacdo, sendo possivel isolar e analisar o sistema de cones e bastonetes, por
meio da manipulacdo da intensidade de luz e o nivel de adaptacdo do animal
(adaptado ao escuro, ou, ao claro), obtendo-se registros escotdpicos ou fotdpicos.

As duas principais ondas estudadas no eletrorretinograma sédo: a ondas a e a
onda b. A primeira refere-se a hiperpolarizacdo dos fotorreceptores e a segunda, a
despolarizacdo das células bipolares ocasionada pelo aumento da concentracdo de
potassio na parte interna da retina e pela ativacao das células bipolares-on (ZHANG,;
WU, 2003)

Como método para facilitar e comparar a eletrorretinografia em diferentes
laboratérios e clinicas a Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Clinica da Viséao
(ISCEV), padronizou um protocolo que visa analisar as seguintes respostas
(MARMOR et al., 2008): escotopica de bastonetes, escotopica méaxima, escotopica
de potenciais oscilatorios, fotopica de cones ao flash unico e fotopica de flicker.

A camada fotorreceptora da retina apresenta dois tipos de células: os cones e
0os bastonetes. Os cones trabalham em condi¢des fotopicas e os bastonetes em
condigbes escotopicas (DANTA; COSTA, 1995). A maioria dos vertebrados
apresentam um tipo de bastonete e trés tipos de cones: cones vermelhos, verdes e
azuis, de acordo com o0s pigmentos visuais encontrados em seus segmentos
externos (DANTA; COSTA, 1995).

Na escotOpica de bastonetes, ap06s adaptacdo ao escuro é a primeira
resposta a ser analisada, com estimulo de flash de luz branca com sua intensidade
maxima atenuada em 2,5 unidades de logaritmicas utilizando-se filtros de densidade
neutra. Este tipo de iluminacdo, como esta abaixo do limiar de resposta para o0s
cones, produz apenas respostas de bastonetes (MARMOR et al., 2004).

JA a escotOpica maxima € obtida com estimulos de alta intensidade e

apresenta tanto resposta para 0s cones quanto para os bastonetes. A estimulacéo é

38



975
976
977
978
979
980
981
982
983
984
985
986
987
988
989
990
991
992
993
994
995
996
997
998
999
1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006

feita no estado adaptado ao escuro e sem luz de fundo, com intervalo de no minimo
dez segundos entre cada estimulacdo devido a alta intensidade do estimulo
(MARMOR et al., 2004).

A escotdpica de potencial oscilatorio sdo quatro a dez ondas de baixa
amplitude e alta frequencia sobrepostas na onda a ou no ramo ascendente da onda
b do eletroretinograma (SIMS, 1999). S&do altamente correlacionadas com uma
circulacdo retiniana intacta, sendo entdo, indicadores de sensiveis isquemia
retiniana (SEVERNS; JOHNSON; BRESNICK, 1994). Yonemura e colaboradores
(1962) observaram que as ondas a e b apresentavam-se normais em retinopatias de
grau leve, enquanto o potencial oscilatério estavam diminuidos ou ausentes.

Os potencias oscilatérios (PO) sao facilmente produzidos quando a retina é
estimulada com uma luz de alta intensidade e alta frequéncia (SEVERNS;
JOHNSON; BRESNICK, 1994). Os olhos devem estar adaptados ao escuro e utiliza-
se o0 mesmo standar flash branco, com um filtro de 75 a 100 HZ e com intervalo
interestimulos de quinze segundos, 0s potenciais aparecem na porcdo ascendente
na maxima resposta (MARMOR et al., 2004).

Varios estudos foram realizados para descrever as alteracdes dos potenciais
oscilatérios em pacientes diabéticos, nos quais se detectou auséncia ou diminui¢éo
dos mesmos nos casos de retinopatia diabética em grau avangado (LI et al., 1992).
Ela é uma importante ferramenta para identificar isquemia retiniana interna,
degeneracfes retinianas pigmentarias, glaucoma, Alzheimer, além de pacientes
diabéticos com risco de desenvolverem retinopatia proliferativa (SIMS, 1999).

A analise do PO pode ser feita pela soma das amplitudes dos quatros
componentes predominantes da resposta do eletrorretinograma ou somar as
amplitudes de todos os picos, denominados indice oscilatério (NUSINOWITZ;
HECKENLIVELY, 2006).

Um outro ponto a ser analisado no eletrorretinograma € a resposta fotopica de
cones a flash isolado, nele, s6 é refletida a atividade dos cones, obtida através da
saturacdo dos bastonetes através de uma luz branca de fundo com luminancia da
luz de 17 a 34 cd/m?, é feito um periodo de adaptacao a luz de dez minutos, pois as
respostas dos cones tendem a crescer nos primeiros minutos, a intensidade do

estimulo luminoso é maxima (MARMOR et al., 2004).
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b

Por fim, tém-se a fotopica de flicker, nela, a resposta a estimulacdo
intermitente em uma frequéncia de 30 Hz (60 reversdes entre claro e escuro/
segundo) é registrada na presenca de luz de fundo (34 cd/m?), ap6s um periodo de
adaptacdo a luz de dez minutos isolando-se a respostas dos cones, o tamanho da
resposta € medida do pico da resposta minima ao pico da resposta maxima. O
tempo de culminacdo da onda b € medido a partir do inicio do estimulo até o pico
méaximo da onda b (MARMOR et al., 2004).

2.8 Componentes analisados no eletrorretinograma

A resposta elétrica resultante de um estimulo gerado por uma corrente
alternada de curta duracdo é constituida por trés ondas basicas, bifasica,
apresentando a forma senoidal, com um componente negativo (onda-a), um positivo
(onda-b) e a onda-c (SANTIESTEBAN et al., 2005). A origem dessas ondas ocorre a
partir de tipos especificos de células que compdem a retina (MARMOR et al., 2009).

A onda-a é formada pelas correntes ibnicas extracelulares geradas pelos
fotorreceptores (cones e bastonetes), ou seja, ela resulta da hiperpolarizagdo dos
fotorreceptores, originando uma onda com amplitude negativa, mensurada a partir
da linha de base até o pico da mesma, apresenta dois componentes, um rapido e
um lento (Figura 3). (SANTIESTEBAN et al., 2005). O componente rapido resulta da
reacao do fotopigmento a presenca de luz, o segundo constitui a transmissdo do
sinal gerado pelo fotorreceptor, a inclinacdo da onda que resulta da diminuicdo dos
niveis de potassio k+ dos fotorreceptores pela acdo das células de Miller
(SANTIESTEBAN et al., 2005).

A onda-b (Figura 3) representa amplitude positiva, reflete principalmente a
atividade das células bipolares da retina, que se encontram entre os fotorreceptores
e as células ganglionares, transmitindo os sinais dos fotorreceptores para as células
ganglionares (HECKENLIVELY; ARDEN, 2006).

A onda-c (onda positiva de aparecimento bem mais tardio) esta relacionada
com a polarizacdo do epitélio pigmentar da retina (EPR) e pode ser observada
guando é feito um tipo especial de ERG, o ERG de longos flashes (GUM, 1980).

Enquanto as ondas a e b aparecem na escala de milisegundos, a onda c

aparece na escala de segundos. O aparecimento da onda-c no epitélio pigmentar da
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retina depende do fluxo de potassio das outras camadas da retina. S6 que o fluxo
extracelular de potassio depende da fototransducéo. Portanto, a onda-c pode nos
dar um panorama da fototransducdo como um todo, da integridade do epitélio
pigmentar da retina e da interacdo do EPR e do resto da retina. A pesquisa da onda-
C nao é rotineira, geralmente s6 € pesquisada quando ja se sabe que ha algo errado
com o ERG de flash-padréo e, consequentemente, com a retina (GUM, 1980).

Para interpretar clinicamente o ERG, a mensuracdo da amplitude da onda-b
em microvolts (uV) € a mais utilizada, pois além de ser maior, € a onda mais facil de
mensurar seu apice (KOMAROMY et al.,, 1998). Onda-b com baixa amplitude
significa diminuicdo do numero total de fotorreceptores (KOMAROMY et al., 1998).
Teoricamente, as amplitudes das ondas a e ¢ também podem ser usadas para
interpretar funcdo retiniana. A mensuracao da amplitude da onda-b é feita do ponto
mais negativo da onda-a até o ponto mais positivo da onda-b e é denominada de
amplitude pico a pico (SALOMAO, 2002).

Em doencas vasculares da retina observa-se diminuicdo da amplitude da
onda-a e onda-b que foi primeiramente descrito por Henkes em 1953 em pacientes

que apresentavam ocluséo da artéria central da retina.

Estimulo

Onpaa

1g°0[313S MMM :31U0-H

Ondab \\\\*_,

- L

Tempo de culminacdo da
ondab

Figura 3: esquema das ondas a e b do eletrorretinograma.
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2.9 Eletrorretinograma e enfermidades

A eletrorretinograma é o exame utilizado para confirmacdo da perda das
células fotorreceptoras da retina (CULLEN; GRAHN, 2002). Na medicina, € usada
tanto pra diagnosticar como para avaliar a progressao de degeneragdes da retina,
intoxicacdes, e, no caso de pacientes diabéticos, para diagnosticar e acompanhar a
retinopatia proliferativa e ndo prolierativa (MARMOR et al., 2003). Sendo importante
porque alteracBes no padrdo do ERG podem preceder alteracfes de fundo de olho
em algumas doengas (BEREZOVSKY et al., 2005).

O diabetes melitus tipo dois, no qual, alguns pacientes apresentaram alguns
componentes alterados no eletrorretinograma de campo total com fundo de olho
normal, diminuicdo da amplitude da onda b e dos potenciais oscilatérios e aumento
das laténcias (GUALTIERI, 2004). Reducdes de amplitudes e aumento de laténcia
também foram encontradas no eletroerretinograma multifocal (GUALTIERI, 2009).

Em ratos diabéticos, Sakai et al. (1995), observaram que a amplitude e o pico
de laténcia das ondas a e b n&o diferenciaram daquelas do grupo controle, no
entanto, apresentaram uma amplitude significativamente menor do potencial
oscilatorio.

A catarata, a qual é responsavel pela principal causa de cegueira em cdes em
diferentes idades, principalmente da raca poodle (ADKINS; HENDRIX, 2005). Nesta
enfermidade, ocorre a impossibilidade para a oftalmoscopia e deteccdo de qualquer
anormalidade no segmento posterior, fazendo com que o eletrorretinograma se torne
uma ferramenta indispensavel (SAFATLE et al.,, 2010). Pesquisas em cdaes
demonstraram gue quanto mais jovem, maiores sdo as amplitudes e quanto mais
velhos menores séo as amplitudes de respostas (NARFSTROM et al., 2002).

Na retinopatia diabética, o resultado do exame de eletrorretinograma pode ser
afetado logo no inicio do diabetes mellitus. Sendo, o conhecimento do inicio do
tratamento da retinopatia diabética e o monitoramento dos seus efeitos através
deste exame necessarios para detectar as alteragdes subclinicas desta enfermidade
(PALMOWSKI et al., 1997).

Para pacientes diabéticos com retinopatias, a magnitude do atraso de tempo

no eletrorretinograma correlaciona-se com a gravidade da retinopatia diabética e
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localizacbes anormais do mesmo estd correlacionado espacialmente com
anormalidades anatdbmicas (GREENSTEIN et al., 2000).

A capacidade de prever locais na retina de futuras retinopatias baseados em
eletrorretinogramas, oferece aos médicos uma ferramenta poderosa para tratamento
profilatico precoce do tecido da retina em pacientes diabéticos, auxiliando também a
identificagcéo de populagdes de riscos (BEARSE et al., 2006).

2.10 Estresse oxidativo e diabetes

O estresse oxidativo (EO) pode ser definido como um desequilibrio
persistente entre a producdo de espécies moleculares altamente reativas
(principalmente oxigénio e nitrogénio) e defensores antioxidantes (ROSEN et al.,
2001). Ele é o resultado do aumento do contetdo de espécies reativas ao oxigénio
(ROS) elou espécies reativas ao nitrogénio (RNS) (EVANS et al., 2003). Exemplos
de ROS incluem os superoxidos, o radical hidroxila e o peréxido de hidrogénio
(ROSEN et al., 2001). As ROS, induzem injaria endotelial, modificacdo oxidativa das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e inducdo de genes sensiveis ao redox
incluindo proteinas quimioatrativas de mondcitos 1 e moléculas de adesdo, tais
como moléculas de adeséo de células vasculares (CREAGER et al., 2003).

O EO pode ser amplificado pelo ciclo auto-catalitico de estresse metabdlico,
dano tecidual e morte celular, os quais conduzem a um aumento simultdneo na
producéo de radicais livres e comprometimento do mecanismo inibidor, o que agrava
ainda mais essa situagcédo (BAYNES, 1991).

Ele desempenha um papel primordial no desenvolvimento das complicacdes
do diabetes, ambos a nivel microvascular e cardiovascular (GIACCO; BROWNLEE,
2010). As anormalidades metabdlicas do diabetes causam superproducao
mitocondrial de superdxido nas células endoteliais dos pequenos e grandes vasos e
também no miocardio (GIACCO; BROWNLEE, 2010).

O aumento da producéo de superéxido causa a ativagdo das cinco principais
vias envolvidas nessa patogénese que sdo: via de fluxo poliol, aumento da formacéo
de produtos finais de glicacdo avancada (AGES), aumento da expressdo de
receptores para AGES e ativacdo do seu ligante, ativacdo de isoformas da proteina

C quinase (PKC) e hiperatividade da via hexosamina e, concomitantemente, sao

43



1138
1139
1140
1141
1142
1143
1144

1145

1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170

inativadas duas enzimas antiateroscleréticas: o 0xido nitrico sintase endotelial e a
sintetase prostaciclina (GIACCO; BROWNLEE, 2010).

Vérias linhas de pesquisa concordam que esses cinco mecanismos sao
ativados por um evento chave: superproducédo mitocondrial de espécies reativas ao
oxigénio (BROWNLEE, 2005). Na microcirculacdo dos diabéticos, isso é
consequéncia da hiperglicemia intracelular. Ao contrario, na macrovasculatura e no

coracao parece ser consequéncia do aumento da oxidacdo dos acidos graxos em

que resulta na deterioracédo da funcéo das células B e em parte da via de resisténcia

a insulina (GIACCO; BROWNLEE, 2010; POITOUT; ROBERTSON, 2002).

Estudos também tém relatado que a hiperglicemia tem implicado na ativacéao
de vias bioquimicas adicionais, incluindo a via de sinalizacdo ativada por estresse do
fator nuclear Kb (NF-kB), a via da proteina quinase ativada por estresse jun quinase
NH2-terminal (JNK/SAPK) e a via da proteina quinase ativada por mitdgeno p-38
(MAP) (BARNES; KARIN, 1997; KYRIAKIS; AVRUCH, 1996).

A via (NF-kB), desempenha um papel chave na resposta imune, inflamatoria e
na apoptose (EVANS et al., 2003). Ela regula a expressdo de um grande numero de
genes, incluindo varios ligados as complicacées do diabetes como por exemplo o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o receptor para AGES
(MOHAMED et al., 1999). Regulacédo inadequada desta via esta relacionada com
doencas crénicas como o diabetes e a aterosclerose (EVANS et al., 2003).

Estudos em células endoteliais de bovinos mostraram que a exposicdo a
hiperglicemia aumenta a producdo intracelular de espécies reativas ao oxigénio
seguida pela ativacio do NF-kB  (NISHIKAWA et al, 2000).
Consequentemente,ocorre o aumento nos niveis de sorbitol, AGE e PKC. Portanto,
o efeito da hiperglicemia na formacéo de ROS e na ativacdo de NK-kB precede a
estimulacdo de outros sistemas( EVANS et al., 2003).

As vias JNK/SAPK e a MAPK p38 sdo conhecida como quinase ativadora de
estresse, sendo responsavel por uma variedade de estimulos indutores do estresse
endodgeno e exdgeno como por exemplo a hiperglicemia, o estresse osmotico as
citocina pro-inflamatorias, irradiacdo ultravioleta, ROS, choque térmico e irradiacao
ultravioleta (HO et al., 2000; NATARAJAN et al., 1999). A via MAPK p38 ¢é ativada
em resposta a hiperglicemia e ao diabetes. Aumento nos niveis de MAPK p38 e

JNK/SAPK tem sido relatado em tecido nervoso de pacientes com diabetes tipo um
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e diabetes tipo dois, no entanto, seu papel na fisiopatologia ndo tem sido
estabelecido (PURVES et al., 2001)

Estresse oxidativo crénico ou excessivo pode interferir com a funcdo normal
dos tecidos afetados pela hiperglicemia diabética, tanto pelo aumento do fluxo
sanguineo e disturbio na hemodinamica da retina (KOWLURU; KENNEDY, 2001),
quanto pela contratilidade da vasculatura do muasculo liso (SHARPE et al., 1998) e
diminuicdo da condutividade neural nos nervos periféricos (HOUNSOM et al., 2001).
Estudos tém comparado a retinopatia diabética a doencas inflamatorias crénicas de
baixo nivel, em que os capilares da retina tornam-se néo perfundidos e isquémicos e
0 numero de trombos de plaqueta de fibrina elevados (JOUSSEN et al., 2001).

Um mecanismo patogénico associado ao diabetes e a hiperglicemia seria a
desregulacdo dos niveis de espécies ativas de oxigénio, especialmente do radical
superoxido (GOTTLIEB et al., 2009). No caso, a hiperglicemia induziria um processo
de superproducdo de superoxido pela cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria. Quando ocorre aumento na diferenca de potencial eletroquimico
(gradiente de proton) produzida na membrana interna da mitocéndria, o tempo de
vida das moléculas que levam a producdo do anion superdxido também aumenta.
Este prolongamento na manutengdo destas moléculas tem como consequéncia a
elevacao nos niveis de superédxido (GOTTLIEB et al., 2009).

Deste modo, a hiperglicemia induz a uma grande producdo do anion
superoéxido, o qual causa estresse oxidativo. Assim, parece que o estresse oxidativo
promove um ambiente favoravel para o desenvolvimento do diabete e vice versa,
uma vez que hiperglicemia aumenta esse fator, o que pode levar & aterosclerose
(GOTTLIEB et al., 2009). Além disso, o EO contribui para aterogénese induzindo a
lipoperoxidacdo e a expressdo de varias citoquinas e moléculas de adeséo
(GOTTLIEB et al., 2009).

Muitas fontes de ROS contribuem para o aumento do estresse oxidativo, no
entanto NADPH oxidase e suas subunidades cataliticas é a Unica familia de enzimas
conhecidas dedicada exclusivamente a producdo de ROS (LALEU et al.,, 2010;
JIANG et al., 2012). Além disso, suas isoformas estdo aumentadas na presenca de
glicose elevada, tornando este familia de enzimas um excelente candidato para
serem tratadas nas desordens vasculares do diabetes (AOYAMA et al.,, 2012).

Vérias isoformas da NADPH oxidase estdo presentes na vasculatura, al,a2,a 4, e
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a 5. Estas isoformas foram propostas para desempenhar um papel importante na
fisiopatologia vascular, induzindo tanto a inflamacéo quanto fibrose (SOURRIS et al.,
2010).

A consequéncia mais estudada do estresse oxidativo é a peroxidacao lipidica
(LEITE; SARNI, 2003). Ela pode ser definida como uma cascata de eventos
bioguimicos resultantes da acao dos radicais livres sobre os lipides insaturados das
membranas celulares, gerando principalmente radicais alquilas, alcoxilas e peroxilas,
levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca de
metabdlitos e, numa condicao extrema, morte celular (BENZIE, 1996).

A formacado de radical peroxil danifica diretamente a membrana celular por
modificacdes em sua fluidez, permeabilidade e integridade. Para a avaliacdo desse
evento o método mais frequente utilizado € a medida de substancias reativas ao
acido tiobarbittrico (TBARS) (LEITE; SARNI, 2003). Niveis elevados de TBARS tém
sido identificados em pacientes criticos com sepse e faléncia de multiplos 6rgéos
(LEITE; SARNI, 2003). Além disso, ela desempenha um importante papel na
aterosclerose e complicacdes do diabetes mellitus (JAIN; LEVINE, 1990).

A defesa do organismo contra espécies reativas ao oxigénio vai desde a
prevencao a formacdo das ROS, interceptacdo dos radicais formados, a reparo das
células danificadas (ROSA, 2013). Os sistemas que previnem a formacdo sao
considerados biomoléculas ligantes de metais (Fe?* e Cu*), ou seja, sdo quelantes
(ROSA, 2013). A presenca de proteinas quelantes é de vital importancia para os
seres Vvivos, pois previne as células de processos oxidativos catalisados por ions
metalicos (ROSA, 2013).

As enzimas que controlam os niveis de ROS sdo Glutationa peroxidase
(GPx), Superoxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT), sendo sua acdo a
desativacdo das espécies reativas de forma a impedir a oxida¢ao posterior de outras
moléculas (ROSA, 2013). A desativacéo final de um composto com um ou mais
elétrons ndo emparelhados consiste na formagcdo de outro produto ndo radical
(ROSA, 2013). O antioxidante mais eficiente deve combinar propriedades como
reagir com radicais livres tais como o peroxil (ROO) e posteriormente reagir com
compostos hidrossoluveis para sua propria regeneracao (HALLIWELL, 2007). Os
compostos hidrossoluveis transferem a fungcdo radical para longe do sitio-alvo

potencial e sdo chamados de “scavenger” de radicais livres (HALLIWELL, 2007).
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A glutationa (GSH) é uma molécula ubiqua produzida intracelularmente em
todos os 6gdos e tipos celulares, porém, mais abundante no figado e pulmdes
(MONTEIRO, 2012). Em torno de 85 a 90% estdo livremente distribuidos no
citoplasma, no entanto podem estar também compartimentalizados em organelas
como mitocdndrias, peroxissomos, matriz nuclear, e reticulo endoplasmatico
(MONTEIRO, 2012). Como maior antioxidante intracelular do organismo, a deplecao
do GSH pode ser tanto causa como pré-requisito para formagcdo de ROS (FRANCO
et al., 2007).

Ela é um tripeptideo composto pelos aminoacidos glutamina, cisteina e

glicina. Sua sintese requer a a¢do consecutiva de duas enzimas a y-glutamilcisteina

(Yy-CGS) e a glutationa sintetase (GSS) (MONTEIRO, 2012). A GSH também pode

ser sintetizada por meio de vias de recuperacdo que envolvem seu catabolismo ou
por intermédio de reciclagem apds sua oxidacdo pela enzima glutationa redutase
(FRANCO et al., 2007). Além disso, ela detoxifica uma série de compostos por meio
da enzima glutationa S-transferase (GST) e das glutationas peroxidases (GPXs)
(MONTEIRO, 2012).

Estudos mostraram que o DM causa profundas alteracées no metabolismo e
transporte do GSH, que medeia o estado redox da célula (MONTEIRO, 2012).
Diversas complicacbes do diabetes mellitus como lesdes nervosas periféricas,
malformacgles fetais e angiopatias tém sido associado a deplecdo do GSH e,
consequentemente a formacao de substancias reativas ao oxigénio (FRANCO et al.,
2007). Além disso, foi demonstrado que sua com concentracdo apresentou-se
diminuida em pacientes com DM e complica¢cdes microvasculares, correlacionando-
se diretamente com o controle glicémico (DINCER; ALADEMIR; ILKOVA, 2002).

Estudos em humanos sugeriram que terapia antioxidante com vitamina E
podem normalizar a hemodindmica da retina, conhecido por ser afetado na pré-
clinica da retinopatia e também pode ser importante terapeuticamente na alteracao
do curso da retinopatia diabética (CLERMONT, 1998). Estudos in vitro com modelo
animal de diabetes tém mostrado que antioxidantes, especialmente o acido a lipdico
melhora a sensibilidade a insulina (MADDUX et al., 2001; PACKER et al., 2000).

Kowluru et al. (2001), em estudo com ratos diabéticos que receberam dieta

suplementada com antioxidante durante longo tempo (entre 12 e 18 meses),
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mostraram que houve uma inibicdo dos estégios iniciais da retinopatia diabética e os
mecanismos pelo qual ela age.

Varios ensaios clinicos embora pequenos e de curta duracdo, também
demonstraram que o tratamento com vitamina E, vitamina C ou glutationa melhora a
sensibilidade a insulina em individuos com resisténcia a insulina e ou pacientes com
diabetes tipo dois (EVANS; GOLDFINE, 2000). No entanto, de acordo com Ozguner;
Bardak; Comlekci (2006) o tratamento com melatonina na dosagem de 100ug Kg™
em ratos submetidos a radiacdo eletromagnética reduziu o estresse oxidativo na
retina. Isso demonstra que a melatonina pode ser um hormoénio promissor para o
tratamento de doencas oculares associadas ao diabetes. Assim, ha a necessidade
de desenvolvimento de modelos experimentais que possam investigar 0 mecanismo
de acdo da melatonina nas patologias oculares, principalmente na retinopatia

diabética.

2.11. Citocinas inflamatorias envolvidas na retinopatia diabética

A patogénese do diabetes mellitus é vista como um processo multifatorial
(CHERNYKH et al., 2014). Essa patogenicidade ocasiona disturbios metabdlicos
vasculares locais e sistémicos as quais levam ao aparecimento de lesbes na viséo
(CHERNYKH et al., 2014).

A literatura mostra que pacientes com RD apresentaram ativacdo de reacdes
inflamatorias, violagdo do estado funcional do sistema imune e também desequilibrio
nos processos de intercelulares indutores de citocinas, matriz de metaloproteinase,
fatores de crescimento e outros elementos (KHODJAEV et al., 2011). Identificar
essas desordens indica sua absoluta importancia na patogénese da RD
(KHODJAEV et al., 2011).

A inflamacdo crénica € caracterizada por aumento da permeabilidade
vascular, edema, infiltracdo celular, liberagdo de citocinas, destruicdo tissular,
neovascularizacao e tentativa de reparo (SERRARBASSA,; DIAS; VIEIRA, 2008). A
retinopatia diabética exibe a maioria destas alteragdes. A microglia esta intimamente
associada com neurbnios que exprimem moléculas que regulam negativamente a
ativacdo microglial através de seus respectivos receptores. Logo, uma alteracao

dessa regulacao durante o estresse poderia ativar a microglia para produzir citocinas
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inflamatérias (SCHRODER; PALINSKI; SCHMID-SCHONBEIN, 1991). A microglia
ativada produz substancias que induzem a adesdo de moléculas, as quais podem
promover o acumulo de neutrofilos no endotélio induzindo o extravasamento de
macrofagos (CAICEDO et al., 2005).

Os processos fisioldgicos de reparo que auxiliam as células retinianas a
sobreviverem ao estresse incluem a liberacdo aumentada de diversos fatores de
crescimento e citocinas, incluindo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
IGF-1, interleucina-1 e fator de necrose tumoral (TNF) (SERRARBASSA; DIAS;
VIEIRA, 2008). Estas proteinas que tém sido implicadas no desenvolvimento da RD,
também provéem funcdes neurotroficas para apoiar a sobrevivéncia das células da
retina (GARIANO; GARDNER, 2005). O aumento da liberacdo de citocinas pode
servir como uma funcdo adaptativa para manter a funcao neuronal mas, ao mesmo
tempo se a liberacdo for exagerada, causa dano vascular progressivo resultando em
edema macular e neovascularizagdo (GARIANO; GARDNER, 2005). Assim, este
ciclo vicioso perpetua tanto o dano vascular como o neural e culmina nas
caracteristicas clinicas da RD (ANTONETTI et al., 2006).

2.11.1. Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O VEGF pertence a um grupo de glicoproteinas diméricas que inclui o fator de
crescimento placentario (PLGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, e
VEGF-F (CAPP et al., 2009). O VEGF-A é uma citocina potente e multifuncional que
exerce seu efeito no endotélio, sendo o mais bem estudado e compreendido
(FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997). O VEGF-B esta envolvido na angiogénese
embrionaria, especificamente no tecido do miocardio (GOLOGORSKY; THANOS;
VAVVAS, 2012). O tipo C é o principal fator originador da vasculatura linfatica, e o
VEGF-D é necessério para o desenvolvimento da vasculatura linfatica bronquiolar
(GOLOGORSKY; THANOS; VAVVAS, 2012). O tipo E € achado em virus e 0 PLGF
€ importante na vasculogénese, além de desempenhar um papel na angiogénese
como na isquemia induzida, bem como na inflamacao e a cicatrizacdo de feridas
(GOLOGORSKY; THANOS; VAVVAS, 2012).

Essa citocina atua direta e seletivamente através dos receptores VEGFR-1 e

VEGFR-2, expressados predominantemente, no endotélio vascular (DVORAK et al.,
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1995). A ligacdo do VEGF a esses receptores causa influxo de calcio citoplasmético,
aumentando sua concentragdo em até quatro vezes, mudanca da forma, divisdo e
migracdo celular (DAWSON et al.,, 2006). Esse aumento da permeabilidade das
vénulas as macromoléculas permite que proteinas plasmaticas extravasem para o
espaco extravascular, levando a coagulagédo do fibrinogénio e deposicéo de gel de
fibrina que serve como matriz proviséria para o crescimento de novos vasos
sanguineos (FERRARA, 2004). O aumento da permeabilidade microvascular parece,
invariavelmente, preceder e/ou acompanhar a angiogénese numa variedade de
processos fisiolégicos e patoldgicos, fazendo com que o VEGF seja um importante
mediador de angiogénese (NAGY et al., 2008).

Michaelson em 1948 postulou a existéncia de um fator angiogénico difusivel,
liberado pela retina isquémica. Por ser induzido por hipoxia, o VEGF tornou-se um
forte candidato como mediador de neovascularizacdo intraocular patolégica
(VALIATTI et al.,, 2011). Além disso, em pacientes com diabetes mellitus e
retinopatia diabética proliferativa, foram observado que essa citocina apresentava
niveis maiores no humor aquoso e vitreo do que no plasma, o que possivelmente
esta relacionado com a atividade da RD (FUNATSU et al., 2002).

O aumento dos niveis de VEGF ocular na RD soO reforca o papel da
neovascularizacdo no curso desta doenca (GOLOGORSKY; THANOS; VAVVAS,
2012). Terapias anti-VEGF tem sido alvo de numerosas drogas e ensaios clinicos
para o tratamento da retinopatia diabética proliferativa (RDP) e edema de macula
diabético (GOLOGORSKY; THANOS; VAVVAS, 2012).

2.11.2. Interleucina 6 (IL-6) e Fator de necrose tumoral (TNF-&)

Estudos também tém demonstrado significante aumento nas concentracdes
IL-6 e TNF-a em pacientes com RDP. Estas observagbes confirmam a natureza
inflamatoria e imunoldgica da fisiopatologia dessa enfermidade (GOLOGORSKY;
THANOS; VAVVAS, 2012).

Isto € significativo, porque o TNF- a desempenha um importante papel na
neovascularizacdo e reatividade vascular, em adicdo as suas atividades pro-

inflamatorias. Ela também esta diretamente envolvida na inflamacdo por meio de
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uma inducéo de citocinas, envolvimento em quimiotaxia de mondcitos, e estimulagéo
de moléculas de adesao no endotélio da retina (ELNER et al., 1997).

TNF-a é produzido principalmente por macrofagos, mondcitos e células T
(DONG et al., 2007). Ela desencadeia a via extrinseca da apoptose e age através
dos seus dois receptores primarios, TNFR1 (P55) e TNFR2 (p75) (BERGER et al.,
2008). Além disso, ela tem um papel significante na fungdo e morfologia nos danos
da retina apds injaria isquémica, agindo através dos seus receptores (MARCHETTI
et al., 2004).

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina com atuacgdo tanto na resposta imune
inata como na adaptativa (GOMES; NETO; BISPO, 2009). Ela € sintetizada por
monaocitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a
microrganismos e também a estimulagcdo por outras citocinas, principalmente
interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF- a) (SOUZA et al., 2008).

Além disso, a IL-6 se constitui em um importante marcador inflamatoério, tal
como seu receptor (gp 130), é amplamente expresso durante reacdes inflamatorias
produzindo efeitos indesejaveis em varios 6rgao (TONET et al., 2008).

Essa citocina normalmente € expressa em baixos niveis, exceto durante
infeccdo, trauma ou outros fatores estressantes (SOUZA et al., 2008). Entre os
varios fatores que regulam a expressao do gene da IL-6, estdo o estrégeno e a
testosterona (GOMES; NETO; BISPO, 2009). Apés a menopausa ou a andropausa,
os niveis de IL-6 sdo elevados mesmo na auséncia de infeccdo, trauma ou estresse
(ERSHLER; KELLER, 2000). A propria hiperglicemia caracteristica da intoleréncia a
glicose tem relagcdo com a sintese imediata de marcadores como a IL-6, com
variacbes nos niveis séricos positivamente relacionados e com aumentos mais
significativos na hiperglicemia em pulsos, situacdo comum no diabético (SOUZA et
al., 2008). Chernykh e colaboradores 2014, relataram que a concentracdo de IL-6
no vitreo de pacientes com deslocamento de retina e retinopatia diabética
proliferativa, foi significativamente maior (1,9 vezes), do que o indice de doentes
sem sinais de RDP. No entanto, o papel da IL-6 no tecido nervoso € intrigante uma
vez que tanto aumenta o dano agudo, aumentando a inflamacéo neural, quanto
fornece neuroprotecdo, promovendo a expressao de fatores neurotréficos (SUZUKI,
TANAKA; SUZUKI, 2009).
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo da melatonina quando administrada
simultaneamente e ap6s inducdo ao diabetes, sobre o estresse oxidativo (retina e pancreas),
histopatologia e atividade elétrica da retina em ratos com retinopatia diabética. Utilizou-se 50
ratos divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem inducdo ao diabetes pela
estreptozotocina; GD: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e tratados com
placebo; GDM: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e apds confirmacdo do
diabetes tratados com melatonina na dosagem de 10 mg/kg de peso corporal durante 20 dias;
GDMS: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozoticina e simultaneamente tratados com
melatonina na dosagem de 10mg/kg durante 20 dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela
estreptozotocina e apds confirmacdo do diabetes tratados com insulina durante 20 dias. O
diabetes foi induzido pela administracdo intraperitoneal de estreptozotocina (60 mg/kg), e a
insulina (5 U/dia) foi administrada via subcutadnea. O estresse oxidativo pancreatico foi
avaliado através da peroxidacdo lipidica e niveis de glutationa reduzida. Para retina foi
avaliado a producéo de &nion superoxidos e atividade elétrica. Os resultados mostraram que
as retinas do grupo diabético apresentaram desorganizacdo das camadas retinianas,
microaneurismas, tortuosidades e dilatag&o vascular, no entanto, exceto no eletrorretinograma,
a melatonina melhorou todos os parametros analisados isso porque ela atuou de forma a
diminuir o processo inflamatério e regulou 0s mecanismos que ocasionaram estresse
oxidativo. Assim, concluimos que a melatonina pode ser um importante fator coadjuvante no
tratamento da retinopatia diabética principalmente quando administrada simultaneamente a

inducdo do diabetes.

Palavras chave: Eletrorretinograma, estresse oxidativo, melatonina, ratos, retinopatia
diabética.
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Abstract: The purpose of this study was to evaluate the effect of melatonin when
administered simultaneously and after induction of diabetes, on oxidative stress (retina and
pancreas), histopathology and electrical activity of the retina in mice with diabetic
retinopathy. We used 50 rats divided into the following groups: GC: no induction mice
diabetes by streptozotocin; GD: rats induced by streptozotocin diabetes and treated with
placebo; GDM: rats by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated
with melatonin at dosage of 10 mg / kg body weight for 20 days; GDMS: mice induced by
streptozotocine diabetes and simultaneously treated with melatonin at a dose of 10mg / kg for
20 days; GDI: rats by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated
with insulin for 20 days. Diabetes was induced by intraperitoneal administration of
streptozotocin (60 mg / kg) and insulin (5 U / day) was administered subcutaneously. The
pancreatic oxidative stress was evaluated by lipid peroxidation and reduced glutathione levels.
To retina was evaluated the production of superoxide anion and electrical activity. The results
showed that the retinas of diabetic group showed disorganization of retinal layers,
microaneurysms, tortuosity and vascular dilation, however, except in the electroretinography,
melatonin improved all parameters analyzed because she acted in order to reduce the
inflammatory process and regulated the mechanisms that caused oxidative stress. Thus, we
concluded that melatonin may be an important contributing factor in the treatment of diabetic
retinopathy especially when administered simultaneously to the induction of diabetes.

Keywords: Electroretinogram, oxidative stress, melatonin, mice, diabetic retinopathy
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Introducéo

A retinopatia diabética faz parte das complicacbes microvasculares do diabetes,
associada a longa duracdo da doenca e ao controle glicémico inadequado (ALVES et al.,
2014). Ela é uma microangiopatia que afeta pequenos vasos da retina, arteriolas, capilares e
vénulas, sendo a lesdo vascular a principal causa das complicacbes que sdo observadas na
retina devido ao acumulo de proteinas glicadas nos tecidos quando a glicose encontra-se em

concentracgdes elevadas (MORENO; LOZANO; SALINAS 2013).

Em pacientes diabéticos, as lesdes celulares e teciduais podem ser provocadas por um
aumento na concentracdo de espécies reativas ao o0xigénio ou nitrogénio e isto estd
relacionado a alteraces bioquimicas em lipidios, proteinas e acidos nucleicos, modificando a
homeostase e funcdo celular, responsaveis pelas alteracdes fisiopatolégicas e complicacdes
desta enfermidade (MARITIM; SANDERS; WATKINS 2003). Dessa forma, 0 estresse
oxidativo é considerado uns dos principais fatores envolvidos nessa patogénese levando a
alteracbes estruturais e funcionais, tais como perda acelerada de células capilares na
microvasculatura retiniana, aumento na permeabilidade vascular e aumento na formacdo do

fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (KOWLURU; CHAN, 2007; KAUR, 2008).

Assim, a hiperglicemia tem um papel crucial na fase inicial da doenca, enquanto que o
estresse oxidativo aumenta o dano tecidual e as complicacdes diabéticas ao longo dos anos
(GIACCO; BROWNLEE 2010). A exposicdo da vasculatura a hiperglicemia e 0 aumento dos
acidos graxos livres caracteristicos do diabetes mellitus e estados de resisténcia a insulina
induzem a producdo de superdxidos (CAPELLINE et al., 2010). Todavia, o sistema de defesa
antioxidante tenta neutralizar os efeitos prejudiciais dessas espécies reativas (HALLIWELL;
GUTTERIDGE 2007). Outro fator relacionado com o estresse oxidativo é a funcdo da

NADPH oxidase. Ellis et al. (1998) mostraram que sua atividade € aumentada em ratos
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diabéticos e que as complicacdes vasculares ocasionadas pelo estresse sao 0s responsaveis

pelo aumento desse fator (GRASSI 2003).

Por outro lado, o sistema antioxidante é responsavel por manter o equilibrio entre as
substancias pro-oxidantes e antioxidantes as quais o organismo fica exposto. Esse sistema
compreende enzimas como a superoxido dismutase, catalase, e a glutationa peroxidase
(HALLIWELL; GUTTERIDGE 1999). Inumeros estudos demonstraram que a administracdo
de antioxidantes exdgenos e seus subprodutos, podem auxiliar o sistema antioxidante
enddgeno a combater a injaria celular provocada pelas espécies reativas (EREJUWA et al.,

2010; NIXDORF; GUTIERREZ, 2010)

A melatonina tem demonstrado ser um potente antioxidante e sequestrador de radicais
livres (BONNEFONT-ROUSSELOT; COLLINS 2010). Além disso, ela estimula a expressédo
de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase e a glutationa peroxidade (REITER et
al.,, 2001; BAYDAS et al.,, 2001), ademais, ela estad envolvida no controle dos ritmos
biolégicos (ARENDT, SKENE 2005), na regulacdo da reproducdo (REITER et al., 2009) e na
imunomodulacdo (GUERRERO; REITER 2002). Pesquisas mostraram que a melatonina
reduziu danos na cornea de animais com diabetes induzidos por estreptozotocina (MEHMET
et al., 2008), e, em um modelo de isquemia induzida, ela bloqueou a apoptose em células do

epitélio pigmentar mantidas em cultura (OSBORNE et al., 1998).

Sabendo-se que a melatonina é conhecida por ser um dos maiores antioxidantes
naturais, a presente pesquisa teve o objetivo de testar a hipétese de que a melatonina exdgena
pode neutralizar os efeitos adversos promovidos pelo estresse oxidativo na retinopatia

diabética.

74



2287

2288

2289

2290

2291

2292

2293

2294

2295

2296

2297

2298

2299

2300

2301

2302

2303

2304

2305

2306

2307

2308

2309

2310

2. Materiais e Métodos

Foram utilizados 50 ratos machos albinos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, com 90 dias de idade, pesando em torno de 300 + 30g, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Para isto, este projeto foi submetido ao comité de ética institucional e aprovado
sob numero de protocolo 23082.022.699/2013 e licenca N° 011/2014. Esses animais foram
mantidos em gaiolas, com alimentacdo e agua ad libitum, na temperatura de 22 + 1°C e
iluminacdo artificial que estabeleceram um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,
considerando o periodo de luz das 06:00 as 18:00h. Os animais foram divididos ao acaso em 5
grupos, cada um com 10 animais: GC: ratos sem inducdo ao diabetes pela estreptozotocina;
GD: ratos com diabetes induzidos pela estreptozotocina e tratados com placebo; GDM: ratos
induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e ap6s confirmacdo do diabetes (7° dia) tratados
com melatonina na dosagem de 10 mg/kg de peso corporal durante 20 dias; GDMS: ratos
induzidos ao diabetes pela estreptozoticina e simultaneamente tratados com melatonina na
dosagem de 10 mg/kg de peso corporal durante 20 dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela

estreptozotocina e ap6s confirmacao do diabetes tratados com insulina durante 20 dias.

2.1 Indugéo do diabetes

O diabetes foi induzido pela administracdo intraperitoneal de solucdo de
estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) apos jejum alimentar de 14 horas e confirmado
no setimo dia apds a aplicacdo. A estreptozotocina foi diluida em tampao citrato de sédio a 10

mM e pH 4,5, na dosagem Unica de 60 mg/kg de peso do animal. Os animais ndo diabéticos
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(grupo controle) receberam da mesma forma, doses equivalentes de solucdo salina e
decorridos 30 minutos da administracdo todos os animais foram alimentados normalmente
(DALL’AGO et al., 2002). Foram incluidos no estudo apenas animais que apresentaram
glicose sanguinea acima de 200 mg/dL (Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ), exceto do grupo

controle, para inicio do tratamento com a melatonina ou insulina.

2.2 Administracdo da melatonina

A administracdo da melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado por meio de
injecBes subcutanea no inicio da noite (18:00) durante 20 dias (GUVEN et al., 2006) na
dosagem de 10 mg/kg (SUDNIKOVICH et al., 2007). A melatonina foi dissolvida em etanol

e diluida em salina na proporc¢éo de 1:9 (OZGUNER; BARDAK; COMLEKCI 2006).

2.3 Administracdo de insulina

A insulina foi administrada por via subcutéanea durante 20 dias, na dose de 5 U/dia,
sendo duas unidades de insulina as 10 h e 3 unidades restantes as 19 h (PINHEIRO et al.,

2011).

2.4 Dosagem de insulina
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As amostras de sangue foram coletadas nos periodos antes da inducéo, 10 e 20 dias ap0s
tratamento. Para isso, os ratos foram imobilizados em contensor mecénico e o sangue coletado
por puncdo da veia caudal lateral com uso de cateter (24G) (PEREIRA 2001). Apds
centrifugacdo refrigerada, o plasma foi acondicionado em microtubos, em duplicata, e
congelado a -20°C até o momento das dosagens (TEIXEIRA et al., 2004). A insulina
plasmatica foi determinada pelo método de ELISA utilizando "kit" comercial especifico para

rato (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA - EUA).

2.5 Exame histopatologico da retina

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados com cloridrato de cetamina
(80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via intramuscular e em seguida foi feita a enucleacédo
do olho direito, no qual foi feita uma incisdo na cornea para penetracao do fixador, apos isso
eles foram eutanasiados com tiopental sddico 100 mg/kg. O material foi fixado em formol
tamponado por 48 h e posteriormente, processado para inclusdo em parafina. Os cortes foram
submetidos as coloracdes hematoxilina eosina, para analise histopatoldgica em microscopio

de luz, da marca OLYMPUS BX-49.

2.6 Producao de anions superoxido e atividade da NADPH oxidase

Anions superoxidos (O,) foram medidos na retina de 5 ratos de cada grupo
experimental, totalizando 25 amostras. Os tecidos foram homogeneizados em tampédo RIPA
(50 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 1mM de EDTA, 1% triton X-100, 1% desoxicolato, SDS a
1% suplementado com um coquetel inibidor de protease), numa proporgéo de 1 g de tecido

para cada 7 mL de volume. O homogeneizado foi centrifugado (NT805, Novatecnica,
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Piracicaba, SP) a 12000 x g 4°C durante 12 minutos. O sobrenadante foi diluido em tampéo
fosfato salino (PBS, pH 7,4), numa proporcdo de 1:10 mL. Resumidamente, a solucdo foi
aquecida a 37 °C e quimioluminescéncia foi medida durante 10 minutos (Varioskan Flash,
Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia), apdés a adicdo de 10 M lucigenina. A
qguimioluminescéncia foi medida na auséncia e na presenca de 100 uM de NADPH. Os

ensaios foram realizados em triplicata (ATTIA et al., 2001).

2.7 Marcadores de estresse oxidativo no pancreas

O estresse oxidativo pancreatico foi avaliado através da mensuracdo da peroxidagdo
lipidica e dos niveis de glutationa reduzida. A peroxidacdo lipidica foi estimada através da
medida dos niveis das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (OHKAWA; OHISHI;
YAGI 1979) enquanto a glutationa reduzida foi determinada através da mensuracdo de
grupamentos sulfidrilas ndo proteicos (SEDLAK; LINDSAY 1968). Para isso, fragmentos do
pancreas foram macerados em KCI, 1, 15%, numa propor¢do de 10 mL/1g, até completa
homogeneizagdo do material coletado. O homogenato foi transferido para um tubo de ensaio,
ao qual foi adicionado 2 mL do regente (0,375% &cido tiobarbitdrico e 75% acido
tricloroacético) para cada mL da mistura. Os tubos em duplicata foram lacrados e aquecidos
em banho maria (100 °C) durante 15 minutos. O sobrenadante foi separado, e a absorbancia

medida a 535 nm (BUEGE; AUST 1978).

2.8 Eletrorretinograma

O sistema utilizado foi o da Nihon Kohdem, Neuropack 2 MEB-7102A/k, com 0 seu
sinal digitalizado pelo DATAQ® DI-158U através de um cabo RS232 com trés canais. O foto
estimulador, com uma luz de Light-emitting diode (LED) de cor branca 7000 k e uma

angulacéo de 20 °. Os eletrodos utilizados, foram subdérmicos da Ambu® modelo Neuroline
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subdermal 12x0.40 mm e o eletrodo de coérnea da Universo SA, modelo ERG-jet™
conectados ao Electrode Junction Box JB-711B do Neuropack 2 MEB-7102A/k. Para a
realizacdo do exame os animais foram contidos manualmente, e os olhos vedados e mantidos
em ambiente escuro por 20 minutos para posterior realizacdo dos estimulos em ambiente
escotopico. Apds 15 minutos de adaptacdo em ambiente com luz vermelha foi feita a sedacéo
com sulfato de quetamina (20 mg/Kg) por via intramuscular; passados cinco minutos foi
instilada colirio anestésico corneal com cloridrato de proximetacaina 0,5% e lubrificacdo com
metilcelulose 2%, posteriormente iniciou-se o exame. Os ERGs foram registrados a partir de
duas colocacdes monopolares de eletrodos, sendo um colocado 0,5 cm da comissura temporal
(eletrodo referéncia) e outro entre os olhos do animal (eletrodo terra). O eletrodo corneal
monopolar (DTL) ativo foi colocado sobre a cdrnea do olho a ser examinado. Para o teste de
bastonetes realizou-se um estimulo luminoso de 100 mcd/m™, com frequéncia de 0,2 Hz,
totalizando quatro estimulos. No teste cones mais bastonetes ap6s 10 minutos de adaptacdo ao
claro, foi realizado um estimulo luminoso de 3000 mcd/m™ em uma frequéncia de 0,1 Hz,
sendo um total de cinco estimulos. Apds a adaptacdo ao ambiente com luz (10 minutos ha
30000 mcd/m™), foram realizados os testes fotdpicos, com estimulo luminoso de 3000 mcd/m”
2 em uma frequéncia de 2 Hz, sendo um total de cinco estimulos. Em seguida realizou-se o
flicker, com estimulo luminoso de 3000 mcd/m™, em uma frequéncia de 30 Hz. Os resultados
foram gerados e impressos pelo aparelho utilizado no exame, e avaliados considerando as
amplitudes em microvolts (4V) e laténcias (tempo implicito) em milissegundos (ms). O tipo
de estudo utilizado foi o observacional transversal, com a demonstracgéo do eletrorretinograma

em ambiente escotopico e fotdpico sob o estimulo de luz branca.

2.9 Histoquimica com peroxidade de rabano

79



2409 Para demonstracdo dos vasos da retina, 0s animais dos grupos experimentais foram
2410 anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg), em seguida foi administrado 25
2411  mg de peroxidase de rabano diluido em 0,3 ml de soro fisioldgico pela veia cava caudal e foi
2412  aguardado 15 minutos para eutanasia e enucleacdo dos olhos. A eutanasia foi feita com
2413  tiopental sodico 100 mg/kg e os olhos enucleados foram imersos em 0,1 M de PBS (pH 7,2-
2414  7,4). Em seguida, as retinas foram dissecadas como pecas inteiras, fazendo quatro radial
2415  cortes na retina superior, inferior, temporal e nasal. Logo apoés, elas foram fixadas durante
2416  uma hora em paraformaldeido a 4%, lavadas em PBS, reagidas com a reacdo de Hanker-Yates
2417  modificado (LINDEN; PERRY, 1983). Finalmente, as retinas foram lavadas e montadas com
2418  laminas com uma pequena quantidade de uma solucdo de anti-fading (500 ml Glicerina, 500

2419  ml Tampéo carbonato de sddio e 0,04g P-fenilenodiamino).

2420

2421 2.10 Niveis glicémicos

2422

2423 A glicemia dos animais foi monitorada durante o periodo experimental, sendo medida

2424  com o auxilio de um Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ, nos momentos antes da inducdo,

2425  confirmacdo do diabetes, 10 e 20 dias das administracdes de melatonina ou insulina.

2426

2427 2.11 Andlise estatistica

2428

2429 Os dados da quantificagdo dos niveis plasmaticos de insulina, glicose, e os valores

2430 teciduais de GSH e TBARS, foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e

2431  as médias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

2432

2433 3. Resultados
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3.1 Niveis glicémicos

Antes da inducdo do diabetes os animais de todos 0s grupos experimentais nédo
apresentaram diferencas significativas nos niveis de glicose sanguinea, mostrando valores
abaixo de 120 mg/dL. Apos a inducdo, todos os animais, com exce¢do 0s do grupo controle
(GC), apresentaram niveis sanguineos de glicose acima de 300 mg/dL, diferindo
significativamente deste grupo, confirmando assim o quadro de diabetes. Apds 10 e 20 dias de
tratamento com melatonina ou insulina evidenciou-se que o Unico grupo que apresentou o
nivel de glicose semelhante ao grupo controle foi o administrado com insulina (GDI). No
entanto, o grupo GDMS apresentou valor hiperglicémico significativamente menor que o0s
grupos GD e GDM (Tabela 1). Além disso, foi observado que no grupo GDMS os valores da
glicemia apresentaram numericamente uma tendéncia ao decaimento quanto maior foi o

tempo de administracdo de melatonina.

3.2 Niveis plasméticos de insulina

A dosagem dos niveis plasméaticos do horménio insulina revelou que antes da indugéo
ao diabetes pela estreptozotocina, todos os ratos apresentaram valores sem diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle (Fig 4A). Entretanto, as amostras de plasma coletadas
e analisados apds 10 e 20 dias das respectivas administracbes de melatonina ou insulina,
observou-se que apesar de um aumento significativo nos valores da insulina plasmatica nos
animais do grupo administrado com melatonina a partir do dia de inducdo ao diabetes
(GDMS), apenas o grupo diabético tratado com insulina apresentou valores similares aos dos

animais do grupo controle, restaurando assim, seus niveis hormonais. (Figs. 4B e 4C).
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3.3 Estresse oxidativo pancreatico

A analise tecidual dos niveis de GSH nos grupos tratados com melatonina ou insulina
foram superiores aos animais do grupo GC e GD. (Fig. 5). Em relagcdo as concentragdes
teciduais dos niveis na peroxidacdo lipidica pancreatica ndo foram encontradas diferencas

estatisticas entre 0s grupos experimentais (Fig. 6).

3.4 Producdo de anions superéxido e atividade da NADPH oxidase na retina

Em relagdo a producéo basal de anions superdxidos e a atividade da NADPH oxidase,
observou-se um aumento significativo dessas substancias apenas no grupo diabético (GD) em

relacdo aos demais grupos experimentais (Figs. 7A e 7B).

3.5 Analise histopatoldgica da retina

Nas fotomicrografias sdo demonstradas as camadas da retina, tomando como referéncia
inicial a porcdo interna do lado esquerdo, adjacente ao corpo vitreo (CV). Assim, a analise
histopatoldgica de amostras de retina de ratos do grupo controle (Fig. 8A) revelou a presenca
de estruturas bem preservadas como a membrana limitante interna (cabega da seta), camada
de células ganglionares (g), camada plexiforme interna (pi), camada nuclear interna (ni),
células amacrinas (setas curtas), camada plexiforme externa (pe), camada nuclear externa

(ne), camada de bastonetes e cones (bc), epitélio pigmentar (setas tracejadas) e coroide (c).
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Apdbs exposicao a estreptozotocina foi observado que o grupo diabético (Fig. 8B) apresentava
desorganizacdo da camada nuclear (ne) e plexiforme externa (pe) com presenca de inUmeros
vacuolos (setas longas), deslocamento seroso da retina (dupla seta) e vasos sanguineos
dilatados (asterisco) quadro tipico de retinopatia diabética. Porém, apds o tratamento com
insulina (Fig. 8C) e melatonina (Fig. 8D) induziu menor progressao da retinopatia diabética.
Verificou-se ainda, que no grupo tratado com melatonina simultaneamente (Fig. 8E) houve

melhor preservagéo da retina.

3.6 Histoquimica com peroxidase de rédbano

Em relacdo a analise histoquimica com peroxidase de rabano, foi observado que em
todos os grupos experimentais de uma forma geral, 0s vasos apresentaram uniformizacao do
padrdo vascular (Figs. 9A-E). Contudo, os vasos dos animais do grupo diabético GD e do
grupo tratado com insulina GDI apresentaram microaneurisma e tortuosidades caracterizando
assim o quadro de retinopatia diabética. Porém, nos animais que receberam melatonina,

observou-se na retina uma atenuacao desses fatores (Figs 10A-E).

3.7 Eletrorretinograma

O exame de eletrorretinograma, em todas as suas formas (Escotdpico, Fotopico, Misto e
Flicker), demonstrou haver diferenca estatistica apenas na amplitude da onda a do exame da
mista entre os grupos GC e GD (Figs. 11, 12, 13 e 14), mostrando assim uma possivel perda

na quantidade de fotorreceptores no grupo diabético em relacdo ao grupo controle.
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4. Discussao

Nesse estudo, a analise histopatoldgica da retina juntamente com a histoquimica com
peroxidase de rdbano mostraram mudancas vasculares tipicas de retinopatia diabética como
tortuosidades e dilatacdo dos vasos sanguineos, deslocamento e desorganizacdo das camadas
retinianas, além de microaneurisma. No entanto, nos animais dos grupos GDM e GDMS a
administracdo suplementar de melatonina foi bem sucedida, pois reduziu as alteracdes
microvasculares. 1sso pode ser devido porque a melatonina é capaz de cruzar membranas
biologicas (COSTA et al., 1995), e assim alcancar todos os compartimentos sub-celulares
protegendo-os dos radicais livres (MILLAN-PLANO et al., 2003). Evidenciando assim seu
carater antioxidante e neuroprotetor (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2007). Além disso, é
sabido que lesdes causadoras de hipdxia como o diabetes, ocasionam angiogénese e
impulsionam a producédo do VEGF (ANDERSON et al., 2010). Esses neovasos apresentam
constituicdo anatdbmica alterada levando a sangramento, exsudacdo e reacdo inflamatoria
(GUIMARAES; GERENUTTI 2013). No entanto, Alvarez-Garcia et al., (2013) relataram que
a melatonina tem influéncia sobre a producdo do VEGF, reduzindo a angiogénese e atuando
sobre a cicloxigenase 2 (COX-2) modulando a inflamag&o e inibindo a proliferagdo celular
(WANG et al., 2012). Assim, a diminuigdo da secrecdo do (VEGF) pela melatonina pode ter

sido o principal motivo da diminuicdo da deformidade vascular.

Em relacdo aos valores hiperglicémicos, estudos tém demonstrado que a administracao
da melatonina ndo reduz os valores hiperglicémicos na condicdo de diabetes (CAM et al.,
2003; GUVEN et al., 2006). Por outro lado, relatos apontaram que a administracdo desse
hormdnio previamente a inducdo do diabetes experimental resulta em niveis hiperglicémicos
menores, indicando que a melatonina exerca uma tendéncia a diminuicdo da glicemia em

ratos (PANDI-PERUMAL et al., 2008). Esses dados corroboram os nossos achados, pois a
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melatonina administrada simultaneamente a inducdo do diabetes pela estreptozotocina
provocou ténue reducdo da glicemia nesses animais. Ademais, foi observado que quanto
maior foi o tempo de administracdo de melatonina, menor foi a média da glicemia,
evidenciando o efeito protetor deste horménio. Assim, a melatonina atuou contribuindo para a
homeostase da glicose, seja diminuindo a neoglicogénese, seja revertendo a resisténcia a
insulina aumentando a captacao de glicose em adipdcitos e masculos esqueléticos (SHIMA et

al., 1997).

A anélise da insulina plasmatica revelou que s6 o grupo tratado com insulina restaurou
o0s niveis desse hormdnio semelhantemente ao grupo controle, no entanto, houve um aumento
significativo da insulina quando administrado a partir do primeiro dia de inducdo do diabetes
grupo (GDMS). Sabe-se que a glandula pineal apresenta receptores para diferentes
horménios, como por exemplo, a insulina, desta forma, a producdo de melatonina sofre
influéncia deste hormoénio e vice-versa (CIPOLLA-NETO; AFECHE 2008). Alem da
influéncia na producdo de insulina ela aumenta a sensibilidade dos tecidos periféricos e do
sistema nervoso a insulina por promover ativacdo dos seus receptores (PICIANATO et al.,
2004) e por aumentar a sintese de transportadores de glicose como a GLUT 4 (SERAPHIM
et al., 1997). Além disso, Yavuz et al. (2003) demonstraram que a melatonina evitou danos
oxidativos causados pela estreptozotocina no pancreas de ratos, protegendo desta forma as

células beta. Isso, também pode ter contribuido para um possivel efeito protetor deste
horménio quando aplicada simultaneamente sobre as células B pancreéticas dos ratos, que
ainda apresentaram capacidade secretora de insulina.

Defesas antioxidantes encontram-se amplamente distribuidos no organismo e

compreendem agentes que removem radicais livres, as proteinas que minimizam a

disponibilidade de pro-oxidantes e os agentes de baixo peso molecular que aprisionam
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espécies reativas ao oxigénio, como a glutationa reduzida (GSH), a-tocoferol, &cido ascorbico

e bilirrubina (HALLIWELL; GUTTERIDGE 1999).

Estudos prévios relataram que no diabetes os niveis de glutationa encontram-se
reduzidos e as enzimas de defesa antioxidantes estdo prejudicadas e que este defeito pode ser
corrigido pela suplementacdo com antioxidantes (KOWLURU; ENGERMAN; KERN 1999).
Esses dados corroboram com 0s nossos estudos em que o grupo diabético apresentou menor
valor comparado com o grupo tratado com melatonina GDM e o grupo insulina GDI. Assim,
a melatonina pode agir sobre os radicais livres, indiretamente pela estimulagdo de varias
enzimas antioxidantes como a glutationa, e pela acdo de seus metabdlitos que atuam como

varredores de radicais livres (REITER et al., 2013).

A lipoperoxidacdo é um marcador de dano na membrana celular, e a sua medida foi
estimada através dos niveis das substancias reativas ao &cido tiobarbiturico. E sabido que os
radicais livres promovem lipoperoxidacdo por interferir na configuracdo dos acidos graxos e
que os produtos dessa reacdo levam ao envelhecimento celular por rigidez e pouca eficiéncia
da membrana, além disso, as membranas biol6gicas também tém seus lipideos quimicamente
alterados e a fosfodiesterase acionada, como resultado a membrana se rompe (TEIXEIRA
2003). Neste trabalho, avaliamos a lipoperoxidacdo no tecido pancreatico, contudo, nao
obtivemos diferencas estatisticas entre os grupos experimentais. No entanto, Armstrong; Al-
Awadi (1991) demonstraram uma elevacédo de 7 vezes no TBARS no plasma em 10 dias apds
inducdo do diabetes que aumentou para 15 vezes acima do normal em 22 dias e, em seguida,
caiu drasticamente para valores abaixo do padrdo no 39° dia. Além disso, as observacdes
estabeleceram uma correlacdo entre a concentragcdo de peroxidagdo lipidica e a estrutura e
funcdo da retina. Assim, a melatonina pode ter tido uma acao protetora no pancreas, visto que,

a analise de TBARS foi feita no10° e 20° dia ap0s tratamento com melatonina ou insulina.
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Uma potencial ligacdo entre a atividade da NADPH oxidase e reacdo vascular
inflamatdria tem sido sugerido por prévios estudos que mostraram que o diabetes induz o
aumento no estresse oxidativo, na expressdo do VEGF, na leucostase e na quebra da barreira
hemato-retiniana (AL-SHABRAWEY et al., 2008). Pesquisas com artérias coronarias de
suinos diabéticos mostraram que o aumento da NADPH oxidase foi acompanhada por
regulacdo positiva de citocinas inflamatérias (IL-6, TNF-a), quimiocinas ¢ moléculas de
adesdo celular vascular, proporcionando mais apoio para a funcdo dela em doencas
inflamatdrias e vasculares como o diabetes (ZHANG et al., 2003). Um apoio adicional para o
papel da NADPH-oxidase nas reacdes inflamatdrias vasculares retinianas vem de estudos com

modelo de uveites e diabetes (NAGAI et al., 2007).

Esses achados corroboram com 0s nossos resultados em que houve um aumento da
atividade da NADPH oxidase no grupo diabético em relacdo ao controle, no entanto, 0s
grupos tratados com melatonina e insulina ndo diferiram estatisticamente do grupo controle,
possivelmente porque a melatonina blogueou a agdo dessa enzima, consequentemente
inibindo a leucostase que ocorre na retinopatia diabética e que € a principal responsavel pela

ativacdo da NADPH oxidase.

Segundo Brownlee (2001), a hiperglicemia leva a producdo de anions superéxidos nas
células endoteliais em nivel mitocondrial e isto esta implicado na origem das complicaces do
diabetes mellitus. O anion superdxido liga-se ao éxido nitrico (NO) prejudicando o endotélio
(TABIT et al., 2010). As superproducbes de superoxido e NO favorecem a formacdo de
peroxinitrito, que apresenta acao citotoxica (SCHAAN; SILVA; IRIGOYEN 2010). Além
disso, ocorre a ativacdo da proteina quinase C, a qual induz a sintese de NADPH oxidase, que

também contribui para a producédo de superoxidos (BROWNLEE 2001).
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Sabe-se que a exposicao da vasculatura a hiperglicemia e 0 aumento de &cidos graxos
livres caracteristicos do diabetes mellitus induzem a producéo de superdxidos e que isto pode
ser inibido por tratamento com antioxidantes em algumas situacdes (SCHAAN; SILVA,;
IRIGOYEN 2010). Esses dados também corroboram com 0s nossos resultados em que o
grupo diabético apresentou um aumento desses anions em relacdo ao grupo controle e uma

diminuig&o nos grupos tratados com melatonina e insulina

O eletrorretinograma é um dos meios de avalia¢do da funcdo da retina no animal vivo,
principalmente na indicacdo de pacientes ao tratamento cirurgico, da catarata e na

diferenciacdo de doencas da retina (MARMOR et al., 2009).

Sakai et al. (1995) evidenciaram que as amplitudes e as laténcias dos picos das onda a
e b em ratos diabéticos pela estreptozotocina durante 6 semanas ndo diferiram
significativamente daqueles nos ratos controle. No entanto, Gualtieri (2004) encontrou
alterado alguns componentes do eletrorretinograma de campo total em pacientes com diabetes
tipo 2, como a diminuicdo da amplitude da onda b e dos poténciais oscilatorios aléem do
aumento da laténcia. Esses achados corroboram em parte com nosso estudo o qual mostrou
haver diferenca estatistica apenas na amplitude da onda a do exame da mista entre 0s grupos
controle GC e o diabético GD. Mostrando assim uma perda na quantidade de fotorreceptores
no grupo diabético. Desta forma podemos concluir que apesar dos trabalhos ndo apresentarem
um padrdo de resposta, em nosso estudo os grupos tratados com melatonina nao diferiram em
relacdo ao controle, o que pode ter sido devido as suas propriedades defensoras, varias linhas
de pesquisa sugerem que a melatonina pode agir como um agente protetor em doencas
oculares como catarata, glaucoma, retinopatias e injdrias isquémicas (SIU et al., 2006). Além
de seus efeitos antioxidantes, varios outros mecanismos estdo envolvidos na neuroprotecéo,

incluindo a diminuigdo no nivel do fator de crescimento endotelial vascular (KAUR et al.,
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2007) e da concentragdo sinaptica de glutamato na retina (SAENZ et al., 2004), bloqueio
intracelular do aumento dos niveis de calcio (PAPPOLLA et al.,, 1997) entre outros.

Facilitando desta forma a atividade elétrica da retina.

Diante dos resultados, pode-se concluir que as retinas dos animais diabéticos estéo
mais vulneraveis aos danos decorrentes do quadro de diabetes e que a melatonina foi eficaz no
seu tratamento, principalmente quando ela foi administrada simultaneamente a inducdo do
diabetes, pois ela atuou preventivamente diminuindo a glicemia e preservando e melhorando
as células da retina, além disso, ela agiu indiretamente, estimulando a producéo de glutationa
e insulina e diminuindo a producdo de anions superdxidos. No entanto, nesta pesquisa a
melatonina ndo atuou na atividade elétrica. Assim, concluimos que a melatonina pode ser um
importante agente terapéutico no tratamento coadjuvante da retinopatia diabética, devido a

sua acdo neuroprotetora.
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Tabela 1. Média £ desvio-padrdo dos niveis de plasmaéticos de glicose (mg/dL). GC- grupo
controle; GD- grupo diabético; GDM — grupo diabético tratado com melatonina; GDMS —
grupo diabético tratado com melatonina simultaneamente; GDI — grupo diabético tratado com

insulina.

Grupos Antes da inducdo  Apos inducdo do  Meio do tratamento Fim do tratamento
do diabetes diabetes (7°dia) (10°dia) )

(20°dia)

GC 95,40 + 3,44aA 96,01 + 4,55bA 99,21 + 1,09cA 102,77 £ 5,84cA

GD 94,89 £ 1,11aC 350,16 + 7,61aB 395,19 + 9,15aA 401,43 + 1,98aA

GDM 97,12 £ 2,94aC 345,92 £5,22aB 399,70 *+ 4,09aA 406,17 + 8,12aA

GDMS 101,43 £ 3,67aC 349,33 £8,01aA 317,30 = 3,99bB 314,75 £ 4,91bB

GDI 96,72 + 2,04aB 347,83 + 6,66aA 99,60 + 1,88cB 91,50 £+ 7,89cB

P 0,0654 0,0012 0,0155 0,0453

Médias seguidas das mesmas letras minasculas entre 0s grupos e maidsculas ao longo do
tratamento ndo diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn
(p<0,05). Coluna: grupos experimentais e Linhas: tratamentos
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Figura 4. Niveis plasmaticos do horménio insulina (mg/dL). GC- grupo controle; GD- grupo
diabético; GDM — grupo diabético tratado com melatonina; GDMS — grupo diabético tratado
com melatonina simultanea; GDI — grupo diabético tratado com insulina. A- grupos
experimentais antes da inducdo; B- grupos experimentais com 10 dias das administragdes; C-
grupos experimentais com 20 dias das administracGes. *Medias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn

(p<0,05).
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Figura 5. Grafico dos valores de GSH no péancreas dos animais nos diferentes grupos
experimentais (nmol/mg de proteina). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDM —
grupo diabético tratado com melatonina; GDMS — grupo diabético tratado com melatonina
simultdnea; GDI — grupo diabético tratado com insulina. *Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn

(p<0,05).
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Figura 6. Grafico dos valores de TBARS no pancreas dos animais nos diferentes grupos
experimentais (nmol/mg de proteina). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDM —
grupo diabético melatonina; GDMS — grupo diabético melatonina simultanea; GDI — grupo
diabético insulina. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si

pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura7: Grafico dos valores de Superoxido basal (A) e Atividade da NADPH oxidase na
retina dos animais nos diferentes grupos experimentais (RLU/mg de proteina). GC- grupo
controle; GD- grupo diabético; GDM — grupo diabético tratado com melatonina; GDMS —
grupo diabético tratado com melatonina simultaneamente; GDI — grupo diabético tratado com
insulina. *Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste

de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05)
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Figura 8: Nas fotomicrografias sdo demonstradas as camadas da retina, tomando como referéncia inicial a
porcdo interna do lado esquerda, adjacente ao corpo vitreo (CV). Assim, a andlise histopatologica de
amostras de retina de ratos do grupo controle (Fig. A) revelou a presenca de estruturas bem preservadas
como a membrana limitante interna (cabeca de seta), camada de células ganglionares (g), células amacrinas
(setas curtas), camada plexiforme interna (pi), nuclear interna (ni), camada plexiforme externa (pe),
camada nuclear externa (ne), camada de bastonetes e cones (bc), epitélio pigmentar (setas tracejadas) e
coroide (c). Apds exposicdo a estreptozotocina GD (Fig. B) observou-se desorganizacdo da camada nuclear
externa (ne) e plexiforme externa (pe), com presenca de inumeros vacutolos (setas longas), deslocamento
seroso da retina (dupla seta) e vasos sanguineos dilatados (asterisco) quadro tipico de retinopatia diabética.
Porém, apds o tratamento com insulina (Fig. C) e melatonina (Fig. D) observou-se menor progressao da
retinopatia diabética. Verificou-se, ainda, que no grupo tratado com melatonina simultaneamente (Fig. E)
houve melhor preservagéo da retina.
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Figura 9: Fotomicrografia dos vasos da retina dos grupos experimentais. Observar
uniformizacdo do padrdo vascular entre os grupos experimentais. Figura A e B (grupo
controle), Figura C (grupo diabético), Figura D (grupo diabético tratado com melatonina) e
Figura E (grupo diabético tratado com melatonina simultaneamente) e Figura F (grupo

diabético tratado com insulina).
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Figura 10: Fotomicrografia dos vasos da retina dos grupos experimentais. Observar presenca de
microaneurismas (seta preta) e tortuosidades (seta com cabec¢a branca) nos vasos da retina do grupo
diabético Figura B e do grupo insulina Figura E. Observar atenuacdo desses fatores no grupo tratado

com melatonina Figura C e no grupo tratado com melatonina simultdnea Figura D.
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Figura 11: Tragado do ERG escotOpico entre 0s grupos experimentais.
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Figura 12: Tracado do ERG fotopico entre 0s grupos
experimentais. A- formato das ondas adquiridas pelo
eletrorretinograma dos grupos. N&o foi observada diferenca
estatistica entre eles. B- grafico mostrando amplitude em pv p<
0,05 e tempo implicito em ms p< 0,05 entre 0s grupos.
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Figura 13: Tracado do ERG escotopico misto dos grupos
experimentais. A- formato da onda adquirido no
eletrorretinograma. Foi observada diferenca estatistica na
amplitude da onda a entre o GC e o GD. B- grafico mostrando
amplitude em pv p< 0,05 e tempo implicito em ms p< 0,05 entre
0S grupos.
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Figura 14: Tracado do ERG flicker dos animais
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Melatonina regula expresséo de citocinas inflamatorias, VEGF e apoptose em ratos com
retinopatia diabética
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Resumo: A presente pesquisa analisou se a melatonina seria capaz de mediar & expressao de
VEGF, IL-6 e TNF-q, além do indice apoptotico em ratos com retinopatia diabética. Utilizou-
se 50 ratos albinos da linhagem Wistar, divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem
inducdo ao diabetes pela estreptozotocina; GD: ratos induzidos ao diabetes pela
estreptozotocina e tratados com placebo; GDM: ratos induzidos ao diabetes pela
estreptozotocina e apds confirmacdo do diabetes tratados com melatonina na dosagem de
10mg/kg de peso corporal durante 20 dias; GDMS: ratos induzidos ao diabetes pela
estreptozoticina e simultaneamente tratados com melatonina na dosagem de 10mg/kg durante
20 dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e apds confirmagdo do
diabetes tratados com insulina durante 20 dias. O diabetes foi induzido pela administracdo
intraperitoneal de estreptozotocina (60 mg/kg), e a insulina (5 U/dia) foi administrada via
subcutanea. Para apoptose foi utilizado TUNEL e para a analise imunohistoquimica foram
utilizados anticorpos da Santa Cruz Biotechnology. Os resultados mostraram que 0S grupos
que foram tratados com melatonina e principalmente aqueles que receberam esse hormonio
simultaneamente diminuiram a expressdo das citocinas e do VEGF, alem da apoptose. Assim,
conclui-se que a melatonina pode regular a expressdo desses fatores melhorando a condicéo

da retina na retinopatia diabética.

Palavras-chave: Apoptose, citocinas, melatonina, ratos, retinopatia diabética
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Abstract: This study examined whether melatonin would be able to mediate the expression of
VEGF, IL-6 and TNF-a, in addition to the apoptotic index in rats with diabetic retinopathy.
We used 50 albino Wistar rats were divided into the following groups: GC: no induction mice
diabetes by streptozotocin; GD: rats induced by streptozotocin diabetes and treated with
placebo; GDM: rats by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated
with melatonin at a dose of 10mg / kg body weight for 20 days; GDMS: mice induced by
streptozotocine diabetes and simultaneously treated with melatonin at a dose of 10mg / kg for
20 days; GDI: rats by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated
with insulin for 20 days. Diabetes was induced by intraperitoneal administration of
streptozotocin (60 mg / kg) and insulin (5 U / day) was administered subcutaneously. For
apoptosis was used TUNEL and immunohistochemistry were used antibodies from Santa
Cruz Biotechnology. The results showed that the groups treated with melatonin, and
especially those receiving hormone that both decreased expression of VEGF and cytokines, as
well as apoptosis. Thus, it is concluded that melatonin can regulate the expression of these

factors improving retinal condition in diabetic retinopathy.

Keywords: apoptosis, cytokines, melatonin, mice, diabetic retinopathy
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1. Introducgéo

Sabe-se que no diabetes, os niveis de citocinas pro-inflamatérias estdo aumentadas no
vitreo e na retina (KOWLURU; ODENBACH 2004) e que a regulacdo positiva de varios
fatores, tanto angiogénicos quanto inflamatdrios, tem sido relacionados com a patogénese da

retinopatia diabética (RD) (AIELLO 2005).

Os processos fisiologicos de reparo que auxiliam as células retinianas a sobreviverem ao
estresse incluem a liberacdo aumentada de diversos fatores de crescimento e citocinas,
incluindo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), IGF-1, interleucinas-1 e fator de
necrose tumoral (TNF) (SERRARBASSA; DIAS; VIEIRA, 2008). Estas proteinas que tém
sido implicadas no desenvolvimento da RD, também provéem funcbes neurotréficas para
apoiar a sobrevivéncia das células da retina (GARIANO; GARDNER, 2005). O aumento da
liberacdo de citocinas pode servir como uma funcdo adaptativa para manter a funcdo neuronal
mas, a0 mesmo tempo se a liberacdo for exagerada, causa dano vascular progressivo
resultando em edema de macula e neovascularizacdo (GARIANO; GARDNER, 2005). Assim,
este ciclo vicioso perpetua tanto o dano vascular como o neural e culmina nas caracteristicas

clinicas da RD (ANTONETTI et al., 2006).

O Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um composto que, sob condigdes
de hipdxia ou de isquémia estimula o aumento da vasculatura, ele desempenha um papel
central no aumento da permeabilidade vascular e angiogénese, enquanto que os fatores
inflamatorios, como as interleucinas, o fator de necrose tumoral (TNF), e as angiopoietinas
(Ang-2), tém sido relacionados com as vias fisiopatologicas que conduz a retinopatia

diabética proliferativa (RANGASAMY'; McGUIRE; DAS 2012).
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Noma et al. (2002) explanaram que pacientes com diabetes mellitus e retinopatia
diabética apresentaram maiores niveis de VEGF no humor aquoso e vitreo comparado com o
do plasma, o que esta relacionado com a atividade desta enfermidade. Além disso, pesquisas
mostraram maior ativacdo leucocitaria na retina de ratos diabéticos (MOTTA; COBLENTZ;

MELO 2008).

Estudos também tém demonstrado significante aumento nas concentraces de IL-6 e
TNF-ox em pacientes com retinopatia diabética progressiva. Estas observacdes confirmam a

natureza inflamatdria e imunolégica da fisiopatologia dessa enfermidade (GOLOGORSKY;

THANOS; VAVVAS, 2012).

Diversos estudos sugerem que o diabetes causa uma perda cronica de neurdnios na
retina pelo aumento da frequéncia de apoptose (KERRIGAN et al., 1997; MIZUTANI;
KERN; LORENZI 1996). Portanto, 0 aumento da apoptose na retina € um componente da
retinopatia diabética (SERRARBASSA; DIAS; VIEIRA 2008). O Mecanismo pelo qual o
estresse oxidativo pode aumentar a apoptose parece ser complexo, mas poderia envolver o
aumento da peroxidacdo lipidica na membrana, injuria oxidativa de macromoléculas
essenciais para a fungdo celular e alteracbes no sinal de transdugdo e expressdo génica

(MATSURA et al., 1099).

A avaliacdo das relagdes entre diabetes, metabolismo da glicose, e os efeitos da
melatonina é um tema de grande interesse (DERLACZ et al., 2005). Foi sugerido que
tratamentos com antioxidantes podem ser uma importante opc¢ao terapéutica na prevencao das
complicacdes vasculares causadas pelo diabetes (BONJUGA et al.,, 2004). A protegédo
antioxidante da melatonina ja foi demonstrada tanto in vivo como in vitro ao nivel de
membrana celular, mitocondrias e nucleo (REITER, 2000). Além de suas agdes como um

eliminador de radicias livres, ela também estimula enzimas antioxidantes, como por exemplo
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a superdxido dismutase a glutationa peroxidase e a glutationa redutase, 0 que promove ainda
mais a sua capacidade de reduzir a toxicidade dos radicais livres e dos seus reagentes
associados (REITER et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004). Pesquisas mostraram que
melatonina poderia restaurar o status antioxidante prejudicado em ratos diabéticos induzidos
por estreptozotocina (ANWAR; MEKI, 2003). Assim, sua administracdo a longo prazo
reduziu a hiperlipidemia e a hiperinsulinemia e restaurou a relacdo dos acidos graxos

poliinsaturados no soro e tecidos de ratos diabéticos (NISHIDA, 2005).

Desta forma, os processos fisioldgicos de reparo que auxiliam as células da retina a
sobreviverem ao estresse incluem a liberagdo exacerbada de diversos fatores de crescimento e
citocinas (GARIANO; GARDNER 2005). No entanto, o aumento da liberacdo dessas
proteinas pode servir para manter a fungdo neural, mas, se ndo equilibrada pode causar edema
de maécula e neovascularizagdo, perpetuando tanto o dano vascular como o neural
(ANTONETTI et al., 2006). Assim, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar se a melatonina
exogena quando administrada simultaneamente a inducdo ao diabetes ou ap6s sua
confirmacdo, poderia diminuir os danos causados por essas citocinas além de atenuar ou
mesmo evitar 0 processo apoptotico devido as suas propriedades antioxidantes,

imunomoduladora e anti-apoptética

2. Materiais e Métodos

Foram utilizados 50 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar, com
90 dias de idade, pesando em torno de 300 + 30g, procedentes do Biotério do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Para isto,

este projeto foi submetido ao comité de ética institucional e aprovado sob numero de
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protocolo 23082.022.699/2013 e licenca N° 011/2014. Esses animais foram mantidos em
gaiolas, com alimentacéo e agua ad libitum, na temperatura de 22 + 1°C e iluminacéo artificial
que estabeleceram um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o
periodo de luz das 06:00 as 18:00 h. Os animais foram divididos ao acaso em 5 grupos, cada
um com 10 animais: GC: ratos sem inducdo ao diabetes pela estreptozotocina; GD: ratos
induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e tratados com placebo; GDM: ratos induzidos ao
diabetes pela estreptozotocina e apos confirmacdo do diabetes tratados com melatonina na
dosagem de 10 mg/kg de peso corporal durante 20 dias; GDMS: ratos induzidos ao diabetes
pela estreptozoticina e simultaneamente tratados com melatonina na dosagem de 10 mg/kg de
peso corporal durante 20 dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e apos

confirmacgéo do diabetes tratados com insulina durante 20 dias.

2.1 Inducgéo do diabetes

O diabetes foi induzido pela administragdo intraperitoneal de solucdo de
estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) apds jejum alimentar de 14 horas e confirmado
no sétimo dia apos a aplicacdo. A estreptozotocina foi diluida em tampéo citrato de sodio a 10
mM e pH 4,5, na dosagem Unica de 60 mg/kg de peso do animal. Os animais ndo diabéticos
(grupo controle) receberam da mesma forma, doses equivalentes de solugdo salina e
decorridos 30 minutos da administragdo todos os animais foram alimentados normalmente
(DALL’AGO et al., 2002). Foram incluidos no estudo apenas animais que apresentaram
glicose sanguinea acima de 200 mg/dL (Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ), exceto do grupo

controle, para inicio do tratamento com a melatonina ou insulina.
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2.2 Administracdo da melatonina

A administracdo da melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado por meio
de injecOes subcutanea no inicio da noite (18:00) durante 20 dias (GUVEN et al., 2006) na
dosagem de 10 mg/kg (SUDNIKOVICH et al., 2007). A melatonina foi dissolvida em etanol

e diluida em salina na proporc¢éo de 1:9 (OZGUNER; BARDAK; COMLEKCI 2006).

2.3 Administracdo de insulina

A insulina foi administrada por via subcutanea durante 20 dias, na dose de 5 U/dia,
sendo duas unidades de insulina as 10 h e 3 unidades restantes as 19 h (PINHEIRO et al.,

2011).

2.4 Imunohistoquimica (IL6, TNF-a, VEGF)

Para analise imunohistoquimica, as ldminas foram desparafinizadas e reidratadas em
xilol e alcodis. A recuperacdo antigénica foi realizada através de uma solucdo de tampéo
citrato (pH 8.0) em alta temperatura no microondas por 5 minutos. A peroxidase enddgena foi
inibida através de uma solucdo de perdxido de hidrogénio (3%) em metanol. A reacgéo
antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada através da incubacdo das laminas em PBS e
albumina sérica bovina (BSA) 5% durante uma hora. Todos os anticorpos (Santa Cruz

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora.
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Subsequentemente, as ldaminas foram tratadas com o anticorpo secundario por trinta minutos.
A reacdo antigeno-anticorpo foi observada através de um precipitado marrom apos aplicacdo
de 3,3 diaminobenzidina por quatro minutos e contracorados com hematoxilina. As imagens
foram capturadas por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscépio Olympus®
Bx50, as quais foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificacdo por meio de
Histograma RGB (Red-Green-Blue), o qual se baseia na intensidade de luminescéncia onde 0s
tons dos pixels da imagem variam de 0 a 255, sendo que o tom O representa o escuro absoluto

(menor luminescéncia), enquanto que o tom 255, representa o branco absoluto (maior

luminescéncia) (OBERHOLZER et al., 1996; LEE et al., 2001).

2.5 Indice apoptdtico (1A)

Foi utilizado o método TUNEL como indicador de apoptose. Os cortes foram
inicialmente desparafinados e hidratados e, logo em seguida, incubados em PBS por 5
minutos a temperatura ambiente. Apds, a Proteinase K foi aplicada sobre as laminas por 15
minutos. As laminas foram lavadas em &gua destilada e incubadas em perdxido de hidrogénio
por 5 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em
tampado equilibrio por 60 minutos a 4°C. Depois, os cortes foram incubados em TdT a 37° por
1 hora em cémara Umida. Foi aplicada a solu¢do stop por 10 minutos em temperatura
ambiente, em seguida, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-digoxigenina.
As laminas foram enxaguadas em PBS e os cortes revelados com substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) (+20 minutos), sendo contracorados com
hematoxilina por 20 a 30 segundos. Apos isso, as laminas foram lavadas em agua corrente,

desidratadas em concentragdes crescentes de alcool e colocadas em xilol para serem montadas
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e observadas em microscopio de luz. O indice apoptético foi determinado pela contagem da
porcentagem de células positivas a partir de, pelo menos 500 nucleos subdivididos em 10

campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40X (WU et al., 2013).

2.6 Andlise estatistica

Os dados da quantificagdo do indice apoptotico, do IL6, TNFa e VEGF foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e as médias foram comparadas pelo

teste de Dunn (P<0,05).

3. Resultados

3.1 Niveis glicémicos

Antes da inducdo do diabetes os animais de todos 0s grupos experimentais nédo
apresentaram diferencas significativas nos niveis de glicose sanguinea, mostrando valores
abaixo de 120 mg/dL. Apo6s a inducdo, todos os animais, com exce¢do 0s do grupo controle
(GC), apresentaram niveis sanguineos de glicose acima de 300 mg/dL, diferindo
significativamente deste grupo, confirmando assim o quadro de diabetes. Apds 10 e 20 dias de
administracdo com melatonina ou insulina evidenciou-se que o0 Unico grupo gque apresentou
niveis semelhantes ao grupo controle foi o administrado com insulina (GDI). No entanto, o
grupo GDMS apresentou valores hiperglicémicos menores, indicando diferenca estatistica em
relacdo a glicemia dos animais diabéticos administrados com placebo (Tabela. 1).
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3.2 Niveis plasméticos de insulina

A dosagem dos niveis plasméticos do horménio insulina revelou que antes da indugdo
ao diabetes pela estreptozotocina, todos os ratos apresentaram valores sem diferenca
estatistica em relagcdo ao grupo controle (Fig 15A). Entretanto, ao serem analisados apés 10 e
20 dias das respectivas administragdes de melatonina ou insulina, observou-se que apesar de
um aumento significativo nos valores da insulina plasméatica do grupo administrado com
melatonina a partir do 1° dia de indugdo ao diabetes (GDMS), apenas o grupo diabético
tratado com insulina apresentou valores similares aos dos animais do grupo controle,

restaurando assim, seus niveis hormonais. (Figs. 15B e 15C).

3.3 Imunohistoquimica (IL6, TNF-a, VEGF-A e indice apoptotico)

A imunohistogquimica para o IL-6 na retina revelou nos animais dos grupos GC, GDM e
GDMS fraca marcagdo, enquanto que no grupo GD evidenciou-se forte marcacdo nas
camadas ganglionares, nuclear interna e nuclear externa, enquanto que em GDI a marcacao
foi moderada, restringindo-se apenas na camada nuclear externa. Com relacao a quantificacdo
em pixels da expressdo do fator IL6, notou-se reducdo significativa dos pixels entre os grupos

GD e GDI em relagédo aos demais grupos experimentais (Fig. 16).

Na imunomarcagio da retina pelo TNFa verificou-se que nos animais dos grupos GC,
GDM e GDMS apresentaram fraca marcagdo, enquanto que nos grupos GD e GDI foi
observada moderada marcagédo apenas na camada nuclear externa. A quantificagdo em pixels
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da expressdo do fator TNFa revelou redugdo significativa dos pixels nos grupos GD e GDI

em relagcdo aos demais grupos experimentais, sem, no entanto diferirem entre si (Fig. 17).

Com relagdo ao VEGF-A na retina, observou-se nos grupos GC, GDM e GDMS fraca
marcagao, e nos grupos GD e GDI moderada marcacao nas camadas nuclear interna e externa.
A quantificagdo em pixels da expresséo do fator VEGF-A revelou reducdo significativa dos
pixels entre os grupos GD e GDI, e também em relagdo aos outros grupos experimentais (Fig.

18).

A analise estatistica revelou que apenas os tratamentos com melatonina (GDM e
GDMS) apresentaram indice apoptotico com valores similares aos do grupo controle (CG).
N&o houve diferencas significativas entre os grupos diabético (GD) e tratado com insulina
(GDI), os quais apresentaram 0s maiores indices. Entretanto, este Gltimo grupo néo
apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo GDM, diferindo apenas dos grupos

GC e GDMS (Fig. 19).

4. Discussao

O VEGF é um fator angiogénico citoprotetor, que pode ser ativado mediante varios
insultos, como por exemplo, a hiperglicemia, tendo o estresse oxidativo como fator chave
para sua producdo (OZDEMIR et al., 2014). Esse fator se distribui normalmente através da
retina, sendo mais expresso na camada de fibras nervosas, principalmente nas proximidades
do disco dptico, e em torno de grandes vasos (RAJALA et al., 2000). Além disso, o esse fator
tem sido relacionado a modificacbes observadas na RD, incluindo o edema de retina,
dilatacdo vascular, isquemia, hemorragias e formagdo de microaneurismas (OZDEMIR et al.,

2014), sendo essencial na formagdo e sobrevivéncia dos vasos sanguineos por inibir a
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apoptose das células endoteliais (CHERNIKH et al., 2014). Contudo, por ser induzido por
hipéxia, o VEGF torna-se um importante mediador de neovascularizacdo intraocular
patoldgica (VALIATTI et al., 2011), assim, tem sido relatado que niveis elevados de VEGF

pode ser um acontecimento desencadeador da retinopatia diabética (OZDEMIR et al., 2014).

Apesar da relacdo do VEGF com a RD, esse fator de crescimento é verificado bem antes
do inicio do processo angiogénico decorrido na retinopatia (BENTO; DUARTE 2011). Além
disso, é fator marcante a presenca de receptores para VEGF na retina normal, sugerindo um
papel importante desse fator de crescimento na funcdo ocular normal (LAAKSO 1999).
Ademais, as células endoteliais da retina possuem varios receptores para VEGF (AMERICAN

DIABETES ASSOCIATION, 1998).

Bento; Duarte (2011) relataram que em modelos experimentais de diabetes, a expressao
do gene para VEGF, mostrou-se aumentada nas camadas ganglionar e nuclear interna da
retina e que o conteido de VEGF no fluido vitreo/ocular € bem mais elevado em individuos

com RD proliferativa do que em individuos com RD simples (RAJALA et al., 2000).

Nossos resultados mostraram uma marcagcdo moderada deste fator na camada nuclear
interna e externa no grupo diabético e no grupo insulina. No entanto fraca, nos grupos tratados
com melatonina. Hu (1997) mostrou que a melatonina reduziu a regulacdo positiva do VEGF
no melanoma ocular em humanos, causado pela ativacdo da via de sinalizacdo da proteina
kinase (PKC), a qual é uma das vias que conduz a patogénese da RD (UK PROSPECTIVE
DIABETES STUDY GROUP 1998). Além disso, receptores de melatonina estdo presentes
em varias células oculares, como por exemplo, no epitélio pigmentar da retina, nos
fotorreceptores, células horizontais, amécrinas e ganglionares (TOSINI et al., 2012). A

ativacdo de receptores de melatonina pode ativar ou inibir varias vias de sinalizagdo como a
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(PKC), guanilato ciclase, etc, dependendo da espécie, 6rgédo e tecido (CAVALCANTI et al.,

2006).

Assim, a melatonina, regulou a expressdo do VEGF direta e indiretamente, por
aumentar a expressdo de varias enzimas antioxidantes ou por aumentar sua atividade através
da ativacdo de seus receptores. Ademais, Alvarez-Garcia et al. (2013) relataram que a
melatonina tem influéncia sobre a producdo do VEGF, reduzindo a angiogénese e atuando
sobre a COX-2 modulando a inflamag&o e inibindo a proliferagdo celular (WANG et al.,

2012).

A literatura relata que pacientes com RD apresentam ativacdo de reac6es inflamatérias,
violacdo do estado funcional do sistema imune e desequilibrio nos processos intercelulares

indutores de citocinas (SYMEONIDIS et al., 2011).

A IL-6 é uma citocina pré-inflamatoria que tem um papel essencial nos mecanismos de
cronificacdo dos processos inflamatorios (NEURATH; FINOTTO 2011). Nossos resultados
mostraram uma forte marcacao para esta citocina nas retinas grupo diabético, o que corrobora
com os achados de Chernykh et al. (2014) em que pacientes com RD apresentaram alta

concentracdo dela no vitreo, 1,9 vezes maior que no grupo sem retinopatia.

No entanto, a literatura relata que inibidores da COX-2 como a melatonina, tem um
papel no balanco da producdo de citocinas inflamatdrias, modulando diretamente sua
expressdao (TEGEDER; TFEILSCHIFTER; GEISSLINGER, 2001; WANG et al., 2012).
Esses dados corroboram com 0s nossos resultados em que os grupos tratados com melatonina,
apresentaram fraca marcacédo para IL-6 se equiparando ao grupo controle, no entanto, o0 grupo

diabético e o grupo tratado com insulina apresentaram moderada marcacao.
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A analise imunohistoquimica para TNF-a apresentou marca¢do moderada no grupo
diabético e no grupo tratado com insulina. O TNF-o ¢ um mediador inflamatério de morte
neuronal apds injdria isquémica no cérebro e retina (TEZEL; WAX 2000). O papel do TNF- o
em uveites foi estabelecido e sua neutralizacdo provou ser eficaz na preservacdo da acuidade
visual e na diminuicdo da apoptose e lesdo inflamatéria (MURPHY et al., 2004). Estudos
também tém mostrado regulacéo positiva de receptores para esta citocina em retinas humanas
com glaucoma (TEZEL et al., 2001). Além disso, Tezel; Wax (2000) relataram que a
isquemia dos vasos da retina, induziu a producdo positiva de TNF-a e morte celular por
apoptose em cultura de células ganglionares da retina. Berger et al. (2008) trabalhando com
neutralizacdo in vivo do TNF- a, durante significativa isquemia da retina, observou que foi

preservada a funcdo da mesma, dados evidenciados pelos resultados do eletrorretinograma.

No entanto, foi observado que a melatonina também conduziu a uma reducdo desse
fator nos grupos tratados com esse hormonio, ocasionando uma diminui¢do na destruicdo
tecidual que ocorre durante o processo inflamatério. Dessa forma, ela pode ser considerada

uma opcdo no tratamento nas condi¢6es que cursam com a inflamacdo (CAUMO et al., 2007).

E amplamente conhecido que a apoptose nas células da retina é um fendmeno
estabelecido na retinopatia diabética (KOWLURU; CHAN 2007). O que pode ser confirmado
nesta pesquisa, em que o grupo diabético e o grupo insulina apresentaram os maiores indices

apoptaticos.

Exposicdo dos pericitos e células endoteliais a altas doses de glicose como em animais
com diabetes ocasiona um aumento no estresse oxidativo, na atividade das caspases-3 e em
outros fatores de transcricdo, os quais levam a morte de células capilares (KOWLURU,;

ABDAS; ODENBACH 2004).
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Feit-Leichman et al. (2005) observaram marcacdo positiva nas células da
microvasculatura retiniana de ratos e camundongos com 6 a 8 meses de diabetes. O
mecanismo pelo qual o estresse oxidativo pode aumentar a apoptose parece complexo, mas
poderia envolver o aumento na peroxidacgdo lipidica em membranas e lesdes oxidativas em
macromoléculas essenciais para a funcao celular e alteracfes nos sinais de transducédo e

expressao de genes (MATSURA et al., 1999).

Pesquisas sugerem que o receptor de insulina é responséavel por funcdes troficas no
cérebro (PLUM; SCHUBERT; BRUNING 2005), Estudos demonstram que a insulina
estimula receptores especificos na retina (REITER et al., 2006) e que estes receptores estéo
diminuidos em ratos diabéticos, e a sua delecdo ocasiona degeneracao dos neurbnios da retina
e fotorreceptores (Y1 et al., 2005). Desta forma, o decréscimo do estimulo anabodlico pela
insulina pode influenciar para a morte das células da retina (ANTONETTI et al., 2006).
Assim, pode-se afirmar que a longo prazo, os distlrbios na acdo da insulina no tecido
retiniano pode acelerar a morte celular e prejudicar atividades anabodlicas que dependem de

insulina como a sintese proteica (CHIHARA 1981).

Alguns autores mostraram acdo anti-apoptética da melatonina em diferentes 6rgaos,
como timo, rim, cérebro e figado e, atribuem isso principalmente a suas propriedades
antioxidantes (KOH 2008; JOUBERT; MARAIS; MARITZ 2009), ao eliminar radicais
hidroxila, peroxila, superéxidos e a oxidacao da cardiolipina nas mitocondrias (PARADIES et
al., 2010). A glutationa peroxidase, uma enzima de grande importancia na eliminacdo de
radicais livres no organismo, também sofre aumento de sua producdo em cérebro de ratos
tratados com melatonina (WEISHAU et al., 2006). Além disso, Wang (2009) relatou que a
melatonina atuaria na prevencdo de doencas neurodegenerativas pela inibicdo da via

intrinseca da apoptose e pela ativacéo de vias de sobrevivéncia.
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No tecido nervoso e renal, a melatonina ocasiona queda nos niveis de expressao das
proteinas pro-apoptéticas como a Fas, Fas-L e p-53 assim como aumenta a expressdao de

proteinas anti-apoptética como a Bel-2 (BOATRIGHT; SALVESEN 2003).

Assim, concluiu-se neste estudo que a suplementacdo com melatonina repercutiu
positivamente sobre a regulacdo da expressdo de citocinas inflamatorias e sobre a diminuicdo
do indice apoptético na retina de ratos com retinopatia diabética. Assim, a melatonina atuou
como um mediador inflamatorio, protegendo a retina, sendo um possivel recurso terapéutico

nesta enfermidade, gracas as suas atividades anti-inflamatéria e anti-oxidantes.
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3653  Tabela 1. Média * desvio-padrdo dos niveis de plasmaticos de glicose (mg/dL). GC- grupo
3654  controle; GD- grupo diabético, GDM — grupo diabético tratado com melatonina; GDMS —
3655  grupo diabético tratado com melatonina simultdneamente; GDI — grupo diabético tratado com
3656 insulina.
Grupos Antes da indugcdo  Apds inducdo do  Meio do tratamento Fim do tratamento
do diabetes diabetes (7° dia) (10¢dia) )
(20°dia)
GC 95,40 * 3,44aA 96,01 £ 455bA 99,21 + 1,09cA 102,77 £ 5,84cA
GD 94,89 + 1,11aC 350,16 + 7,61aB 395,19 £ 9,15aA 401,43 £ 1,98aA
GDM 97,12 + 2,94aC 345,92 £5,22aB 399,70 + 4,09aA 406,17 + 8,12aA
GDMS 101,43 £ 3,67aC 349,33 +8,01aA 317,30 £ 3,99bB 314,75 + 4,91bB
GDI 96,72 + 2,04aB 347,83 + 6,66aA 99,60 + 1,88cB 91,50 £ 7,89cB
P 0,0654 0,0012 0,0155 0,0453

3657 Meédias seguidas das mesmas letras mindsculas nas colunas e miusculas nas linhas ndo
3658  diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 15. Niveis plasmaticos do horménio insulina (mg/dL). GC- grupo controle; GD-
grupo diabético; GDM — grupo diabético tratado com melatonina; GDMS — grupo diabético
tratado com melatonina simultanea; GDI — grupo diabético tratado com insulina. A- grupos
experimentais antes da inducéo; B- grupos experimentais com 10 dias das administragdes; C-
grupos experimentais com 20 dias das administragbes. *Medias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn

(p<0,05).
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Figura 16: Imunohistoquimica e quantificagdo do IL6 na retina. Observar em A (GC), C
(GDM) e D (GDMS) fraca marcacdo, em B (GD) forte marcacdo nas camadas ganglionares
(seta longa), nuclear interna (cabeca da seta) e nuclear externa (seta curta), enquanto que em E
(GDI) nota-se moderada marcacdo apenas na camada nuclear externa (seta branca). F —
Quantificacdo em pixels da expressdo do fator IL6. Notar reducdo significativa dos pixels
entre 0s grupos GD e GDI, e em relacdo aos demais grupos experimentais. *Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com
post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 17: Imunohistoquimica e quantificagdo do TNFa na retina. Observar em A (GC), C
(GDM) e D (GDMS) fraca marcagdo, em B (GD) e E (GDI) moderada marcagdo apenas na
camada nuclear externa (seta). F — Quantificagdo em pixels da expressio do fator TNFa.
Notar reducéo significativa dos pixels nos grupos GD e GDI em relagdo aos demais grupos
experimentais. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 18: Imunohistoquimica e quantificacdo do VEGF-A na retina. Observar em A (GC), C
(GDM) e D (GDMS) fraca marcagéo, em B (GD) e E (GDI) moderada marcagdo nas camadas
nuclear interna (seta fina) e externa (seta grossa). F — Quantificacdo em pixels da expressao
do fator VEGF-A. Notar reducdo significativa dos pixels entre os grupos GD e GDI, e em
relagdo aos outros grupos experimentais. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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Figural9: indice apoptdtico na retina. Observar reducéo significativa nos grupos GDM e
GDMS em relacdo ao grupo GD. *Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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