
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO 

PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO – PRPPG 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOCIÊNCIA ANIMAL – PPGBA 

 

 

 

 

 

ISMAELA MARIA FERREIRA DE MELO 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DA RETINOPATIA DIABÉTICA EM RATOS INDUZIDOS PELA 

ESTREPTOZOTOCINA APÓS TRATAMENTO COM MELATONINA 

 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE-PE 

2016 



 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO  

PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOCIÊNCIA ANIMAL-PPGBA 

 

 

ISMAELA MARIA FERREIRA DE MELO 

 

AVALIAÇÃO DA RETINOPATIA DIABÉTICA EM RATOS INDUZIDOS PELA 

ESTREPTOZOTOCINA APÓS TRATAMENTO COM MELATONINA 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Biociência Animal da 

Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, como pré-requisito para 

obtenção do título de Doutor em 

Biociência Animal. Área de 

Concentração em Morfofisiologia 

Animal. 

 

Orientador 

Prof. Dr. Álvaro Aguiar Coelho Teixeira 

Co-orientadores 

Profa. Dra. Valeria Wanderley Teixeira 

Prof. Dr. Fabrício Bezerra de Sá 

 

RECIFE 

2016 

 



 

ISMAELA MARIA FERREIRA DE MELO 

 

 

AVALIAÇÃO DA RETINOPATIA DIABÉTICA EM RATOS INDUZIDOS PELA 

ESTREPTOZOTOCINA APÓS TRATAMENTO COM MELATONINA 

 

 

Aprovada em     de fevereiro de 2016 

 

BANCA EXAMINADORA: 

 

______________________________________ 

Prof. Dr. Álvaro Aguiar Coelho Teixeira (Orientador) 

 

        ____________________________________  

 

Profª. Drª. Valéria Wanderley Teixeira – UFRPE 

 

______________________________________ 

 

Prof. Dr. Fabrício Bezerra de Sá-UFRPE 

 

______________________________________ 

 

Prof. Dr. Leucio Duarte Vieira Filho – UFPE 

 

______________________________________ 

 

Prof. Dr. Anísio Francisco Soares-UFRPE 

 

_____________________________________  

 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Depois da tese concluída, poder agradecer as pessoas que fizeram parte 

desta etapa da minha vida é um dos momentos de maior satisfação e alegria que 

tive. 

Agradeço inicialmente a Deus, por sempre estar comigo e me proporcionar 

proteção, perseverança e força nesses anos de luta.  

Aos meus pais Ismael Melo e Maria do Amparo de Melo, que são as pessoas 

mais importantes da minha vida, a eles, devo tudo o que sou.  Serei eternamente 

grata por tudo o que fizeram e fazem por mim. Amo vocês. 

Aos meus irmãos Ismália Melo e Sandro Melo, pelo apoio, companheirismo e 

força de sempre.  

Aos meus orientadores Álvaro Teixeira e Valéria Teixeira pelo acolhimento, 

atenção, amizade, paciência e ensinamentos. Vocês são os grandes responsáveis 

pelo meu crescimento profissional. Obrigada por tudo. 

Ao professor Fabrício Bezerra de Sá, que abriu as portas do seu laboratório 

para a execução de parte desse projeto. Obrigada pelo apoio, amizade e 

ensinamentos. E, foi nesse laboratório que pude contar com a imensa ajuda de um 

grande amigo Elton Hugo, obrigada por tudo Elton, você sabe que foi peça chave na 

execução desse projeto. 

Agradeço imensamente ao professor Leucio Duarte Vieira, por ter recebido a 

mim e a Cintia com tanto carinho, amizade e atenção em seu laboratório, não 

esquecendo de estender esses agradecimentos aos colegas Nielson, Edjair, Juliana, 

Regina, Alana e Linaldo que tanto nos deram apoio nesse laboratório.    

Agradeço as minhas amigas que considero como irmãs Carolline Guimarães, 

Solange Bezerra, Welma Emídio, Aline Mariano e Hilda Santos, vocês são 

diamantes na minha vida, sei que nossa amizade será eterna e independentemente  

do caminho que a vida nos leve, vocês sempre estarão no meu coração. Adoro 

vocês. 

 Um agradecimento muito especial eu faço a minha amiga irmã Cintia Giselle, 

que foi meu braço direito, esquerdo, minhas pernas e meus olhos nessa jornada, ela 

foi uma pessoa com quem pude contar em todos os momentos e que sempre estava 

com o coração aberto a me ajudar. Raras são as pessoas como você, agradeço a 

Deus a nossa amizade. Obrigada sempre. 



 

Agradeço aos meus amigos do laboratório de histologia Franklin Magliano, 

Marina Gomes, Mariana, Hilton Nobre, Clovis Lapa, Fernanda Angelo, Cristiane, 

Andresa, Bárbara, Lilian (inseto), Márcio, Nane, Carol (inseto), Yuri e em especial a 

Lecio Leone por todo apoio na parte histopatológica. A presença de vocês tornaram 

meus dias mais felizes. 

Agradeço a José Carlos (Binho), que com muita boa vontade disponibilizava 

seu tempo para o transporte dos animais para a federal. Muito obrigada. 

Agradeço também aos meus amigos casal 20 Vitor Caiaffo e Belisa Duarte. 

Vocês são nota mil. 

Aos meus amigos vizinhos de laboratório, Juan Ardilles, Eva Luana, Jeine 

Emanuelle, Daniella Pessoa e Radamés. Vocês são pessoas muito queridas e 

especiais. Obrigada por tudo.  

Agradeço imensamente a técnica Maria Edna por toda amizade, gentileza e 

suporte.  

Agradeço aos bioteristas André e Renata por todo suporte que me deram com 

os animais e pela imensa consideração e amizade que sempre tiveram comigo. 

Obrigada de coração. 

Agradeço a CAPES pela concessão da bolsa e a Universidade Federal Rural 

de Pernambuco (UFRPE), em especial ao Departamento de Morfologia e Fisiologia 

Animal (DMFA) Laboratório de Histologia por todo apoio na execução desse projeto. 

Enfim, agradeço a todos que direta e indiretamente contribuíram na execução 

deste projeto. 

      



18 
 

RESUMO 1 

 2 

A retinopatia diabética é uma doença metabólica com comprometimento 3 

microvascular com alto risco de perda da visão. Ela ocasiona danos estruturais e 4 

funcionais na retina, aumenta a expressão de citocinas inflamatórias (IL-6 e TNF-α) 5 

e induz a neovascularização intraocular patológica. O objetivo desse trabalho foi 6 

avaliar a ação da melatonina sobre a histopatologia, estresse oxidativo (retina e 7 

pâncreas) e atividade elétrica da retina bem como se ela seria capaz de mediar à 8 

expressão de VEGF, IL-6 e TNF-α, além do índice apoptótico. Utilizou-se 50 ratos 9 

divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem indução ao diabetes pela 10 

estreptozotocina; GD: ratos com diabetes induzidos pela estreptozotocina e tratados 11 

com placebo; GDM: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e após 12 

confirmação do diabetes tratados com melatonina na dosagem de 10 mg/kg de peso 13 

corporal durante 20 dias; GDMS: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozoticina e 14 

simultaneamente tratados com melatonina na dosagem de 10 mg/kg durante 20 15 

dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e após confirmação do 16 

diabetes tratados com insulina durante 20 dias. O diabetes foi induzido pela 17 

administração intraperitoneal de estreptozotocina (60mg/kg), a melatonina foi 18 

administrada à noite por via subcutânea, e a insulina (5U/dia) pela mesma via. Para 19 

apoptose foi realizado o método de TUNEL e para a análise imunohistoquímica 20 

foram analisados os alvos para IL-6, TNF-α e VEGF. O estresse oxidativo 21 

pancreático foi avaliado através da mensuração da peroxidação lipídica e níveis de 22 

glutationa reduzida, enquanto o estresse na retina foi analisado pela produção de 23 

ânions superóxidos. Os resultados mostraram que a melatonina atenuou as 24 

alterações histopatológicas; diminuiu o processo inflamatório e regulou os 25 

mecanismos que ocasionaram estresse oxidativo e no eletrorretinograma interferiu 26 

na amplitude da onda a do exame da mista entre os grupos GC e GD. Concluímos 27 

assim, que esse hormônio pode ser um importante fator coadjuvante no tratamento 28 

da retinopatia diabética devido a sua propriedade antioxidante e moduladora de 29 

processos inflamatórios, amenizando as alterações decorrentes desta patologia, 30 

principalmente quando administrado simultaneamente à indução do diabetes onde 31 

foi observado uma melhora expressiva na preservação da retina no aumento da 32 

insulina plasmática e na diminuição da hiperglicemia.          33 

Palavras chave: Retinopatia diabética, pineal, interleucinas, eletrorretinograma,  

imunohistoquímica, apoptose. 
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ABSTRACT 34 

 35 

Diabetic retinopathy is a metabolic disease with cardiovascular involvement with high 36 

risk of vision loss. It causes structural and functional damage to the retina increases 37 

the expression of inflammatory cytokines (IL-6 and TNF-α) and induces pathological 38 

intraocular neovascularization. The aim of this study was to evaluate the effect of 39 

melatonin on histopathology, oxidative stress (retina and pancreas) and electrical 40 

retinal activity and if she would be able to mediate the expression of VEGF, IL-6 and 41 

TNF-α, in addition to index apoptotic. We used 50 rats divided into the following 42 

groups: GC: no induction mice diabetes by streptozotocin; GD: rats with diabetes 43 

induced by streptozotocin treated and placebo; GDM: rats by streptozotocin induced 44 

diabetes mellitus and after confirmation treated with melatonin at dosage of 10 mg / 45 

kg body weight for 20 days; GDMS: mice induced by streptozotocine diabetes and 46 

simultaneously treated with melatonin at dosage of 10 mg / kg for 20 days; GDI: rats 47 

by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated with insulin 48 

for 20 days. Diabetes was induced by intraperitoneal administration of streptozotocin 49 

(60mg / kg), melatonin was administered subcutaneously at night, and insulin (5U / 50 

day) by the same route. For apoptosis was performed TUNEL assay and 51 

immunohistochemistry targets were analyzed for IL-6, TNF-α and VEGF. The 52 

pancreatic oxidative stress was assessed by measurement of lipid peroxidation and 53 

reduced glutathione levels while stress in the retina was analyzed for the production 54 

of superoxide anions. The results showed that melatonin attenuated histopathological 55 

changes; decreased inflammation and regulated the mechanisms that caused 56 

oxidative stress and electroretinography interfere with the amplitude of the wave of 57 

the joint examination between the GC and GD groups. It is concluded that this 58 

hormone may be an important contributing factor in the treatment of diabetic 59 

retinopathy due to its antioxidant property and modulating inflammatory processes, 60 

softening the changes of this pathology, especially when administered concurrently 61 

with diabetes induction it was observed a significant improvement retinal preservation 62 

in increased serum insulin and decreased hyperglycemia. 63 

 64 

 65 

 66 

Keywords: Diabetic retinopathy, pineal, interleukins, electroretinography, 

immunohistochemistry, apoptosis. 
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GD- grupo diabético; GDM – grupo diabético tratado com melatonina; GDMS – grupo 269 

diabético tratado com melatonina simultânea; GDI – grupo diabético tratado com 270 

insulina. A- grupos experimentais antes da indução; B- grupos experimentais com 10 271 

dias das administrações; C- grupos experimentais com 20 dias das administrações. 272 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo 273 

teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 274 

Figura 16. Imunohistoquimica e quantificação do IL6 na retina. Observar em A (GC), 275 
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nuclear externa (seta branca). F – Quantificação em pixels da expressão do fator 279 

IL6. Notar redução significativa dos pixels entre os grupos GD e GDI, e em relação 280 

aos demais grupos experimentais. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem 281 

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 282 

Figura 17. Imunohistoquimica e quantificação do TNFα na retina. Observar em A 283 

(GC), C (GDM) e D (GDMS) fraca marcação, em B (GD) e E (GDI) moderada 284 
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marcação apenas na camada nuclear externa (seta). F – Quantificação em pixels da 285 

expressão do fator TNFα. Notar redução significativa dos pixels nos grupos GD e 286 

GDI em relação aos demais grupos experimentais. *Médias seguidas pela mesma 287 

letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-288 

hoc Dunn (p<0,05). 289 
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Quantificação em pixels da expressão do fator VEGF-A. Notar redução significativa 293 

dos pixels entre os grupos GD e GDI, e em relação aos outros grupos experimentais. 294 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo 295 

teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 296 

Figura 19. Índice apoptótico na retina. Observar redução significativa nos grupos 297 

GDM e GDMS em relação ao grupo GD. *Médias seguidas pela mesma letra não 298 

diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn 299 

(p<0,05). 300 
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 314 

 315 

CAPÍTULO I 316 

 317 

 318 

1. INTRODUÇÃO 319 

 320 

O diabetes mellitus (DM) é um distúrbio crônico, caracterizado por alteração 321 

no metabolismo da glicose e outras substâncias produtoras de energia, resultando 322 

tardiamente em complicações vasculares e neuropáticas, ou seja, é um grupo de 323 

distúrbios metabólicos caracterizados por hiperglicemia resultante de disfunções na 324 

secreção de insulina ou da perda progressiva de sua ação, ou ambos os fatores 325 

(SHERWIN, 2000; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008). A incidência do 326 

diabetes varia na população mundial e Segundo a Federação Internacional de 327 

Diabetes, a epidemia da doença continua a aumentar no mundo, com a 328 

impressionante marca de 300 milhões de pessoas afetadas. Além disso, estima-se 329 

que até 2030, 500 milhões de pessoas sejam afetadas (WHITING et al., 2011) e que 330 

ele é a principal causa de cegueira nos países industrializados entre as populações 331 

economicamente ativas, correspondendo a 30% dos pacientes com perda de 332 

acuidade visual (BOTASSIO; YAMASATO; MEDEIROS, 2015). 333 

Nesta enfermidade, a principal alteração ocular ocorre na retina, cerca de 334 

40% dos diabéticos têm algum grau de retinopatia que depende dos anos de 335 

duração e do controle inadequado da doença (MEDINA; MUÑOZ, 2011). A 336 

retinopatia diabética (RD) é caracterizada por um conjunto de alterações vasculares 337 

da retina que acomete quase todos os pacientes com diabetes mellitus e, é 338 

considerada a principal causa de cegueira em adultos na idade produtiva, (BARBER, 339 

2003; KOLLIAS, ULBIG, 2010; MEDINA; MUÑOZ, 2011).  340 

Existem duas fases da retinopatia diabética: a não proliferativa, que refere-se 341 

à fase inicial da doença e a proliferativa, que é a fase avançada, onde ocorre 342 

manifestações como hemorragias, proliferação fibrovascular e deslocamento 343 

tracional da retina, neovasos na íris e glacucoma (BOELTER et al., 2003). A fase 344 

não proliferativa se subdivide em leve, moderada e grave e a proliferativa em de 345 
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baixo risco, de alto risco e com doença ocular diabética avançada, associada ou não 346 

ao edema de mácula (WILKINSON et al., 2003). 347 

Sabe-se que no diabetes, os níveis de citocinas pró-inflamatórias são  348 

aumentadas (KOWLURU; ODENBACH., 2004) e que a regulação positiva de vários 349 

fatores, tanto angiogênicos quanto inflamatórios, tem sido relacionados com a 350 

patogênese da retinopatia diabética (AIELLO., 2005). Entre elas podemos citar o 351 

VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular) que atua sob condições de hipóxia 352 

ou isquemia estimulando o aumento da vasculatura, as interleucinas e o fator de 353 

necrose tumoral (TNF-α) os quais têm sido relacionados com as vias fisiopatológicas 354 

que conduzem a RD (RANGASAMY; McGUIRE; DAS, 2012).    355 

Além desses fatores, a causa de maior estado inflamatório na RD pode está 356 

relacionado ao aumento dos danos oxidativos via desordens nas cadeias de 357 

transporte de elétrons, com consequente superprodução de radicais livres, 358 

lipoperóxidos e redução das defesas antioxidantes (LOPES; OLIVEIRA; 359 

FORTUNATO, 2008). Estudos in vivo revelaram que o estresse oxidativo, 360 

secundário à hiperglicemia ocorre antes das complicações mais tardias do diabetes 361 

se manifestarem clinicamente, sugerindo que o estresse oxidativo desempenha um 362 

papel particularmente relevante na patogênese dessa doença (HAMILTON; CHEW; 363 

WATTS, 2007). 364 

Um dos problemas no tratamento da retinopatia diabética é que normalmente 365 

as alterações oculares são assintomáticas e quando o paciente chega aos serviços 366 

especializados pode ser tarde para o tratamento e preservação da visão (MEDINA; 367 

MUÑOZ, 2011).  368 

Foi proposto que tratamentos com antioxidantes podem ser uma importante 369 

opção terapêutica na prevenção das complicações vasculares causadas pelo 370 

diabetes (BONJUGA et al., 2004). A melatonina (N-acetil 5 metoxitriptamina) 371 

hormônio produzido pela glândula pineal, é um dos mais poderosos antioxidantes 372 

naturais (REITER et al., 1999), conhecido como hormônio marcador do escuro 373 

(SOUSA; CRUZ-MACHADO; TAMURA, 2008). Esta indolamina derivada do 374 

triptofano foi descrita por Lerner et al., (1958), e está presente na maioria das 375 

espécies, inclusive organismos unicelulares (MARKUS; JUNIOR; FERREIRA, 2003). 376 

Sabe-se atualmente que a melatonina é um hormônio que possui diferentes funções 377 

atuando como um agente endócrino e/ou parácrino (STEFULJ et al., 2001). Como 378 



19 
 

função mais abrangente atua como um transdutor fotobiológico, preparando o 379 

organismo para responder às condições de escuro (SOUSA; CRUZ-MACHADO; 380 

TAMURA, 2008). Desta forma, a pineal confere ritmos a uma série de funções 381 

neuroendócrinas que modula, determinando, por exemplo, o ciclo sono-vigília, a 382 

atividade reprodutora e a atividade metabólica de várias espécies (MAGANHIN et 383 

al., 2008). 384 

Mehmet et al., (2008) mostraram que a melatonina na dosagem de 10 385 

mg/kg/dia administrada durante oito semanas reduziu danos na córnea de animais 386 

diabéticos induzidos por estreptozotocina, além disso, em um trabalho com um 387 

modelo de isquemia induzida, a melatonina bloqueou a apoptose em células do 388 

epitélio pigmentar do olho mantidas em cultura (OSBORNE; NASH; WOOD, 1998). 389 

De acordo com Ozguner; Bardak; Comlekci (2006) o tratamento com 100µg Kg-1 em 390 

ratos submetidos à radiação eletromegnética reduziu o estresse oxidativo na retina.  391 

O controle metabólico do diabetes mellitus é um importante fator na 392 

progressão e gravidade da retinopatia diabética, sendo que pacientes tratados de 393 

forma intensiva (objetivando glicose sanguínea e hemoglobina glicosilada o mais 394 

próximo do normal), tem reduzido o risco de complicações microvasculares havendo, 395 

portanto, grande associação entre o grau do controle metabólico e o 396 

desenvolvimento desta enfermidade (LOVESTAM-ADRIAN; AGARDH; TORFFVIT, 397 

1999; THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATION TRIAL, 2000).  398 

Distintos trabalhos demonstraram que a melatonina tem um papel no gasto 399 

energético, no ritmo circadiano da glicemia, na regulação da massa corporal e sobre 400 

a secreção e ação da insulina periférica (LIMA et al., 1998; LA FLEUR et al., 2001; 401 

PICINATO et al., 2002). A relação entre a melatonina, pâncreas endócrino, e 402 

regulação do metabolismo energético têm sido sugeridas tanto em humanos quanto 403 

em ratos (LA FLEUR et al., 1999; PESCHKE et al., 2007). Este hormônio possui 404 

efeitos modulatórios positivos sobre a secreção e ação da insulina (PESCHKE et al., 405 

2007).  406 

Ela previne danos oxidativos à macromoléculas como lipídeos, proteínas e 407 

ácidos nucléicos (REITER et al., 2001). Além disso, ela estimula a expressão de 408 

enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase e glutationa peroxidase 409 

(BAYDAS et al., 2001). No diabetes melitus o aumento do estresse oxidativo, devido 410 

ao aumento na geração de espécies reativas ao oxigênio, combinado com a 411 
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diminuição da proteção antioxidante da melatonina pode, possivelmente ter um 412 

papel na retinopatia diabética (OBROSOVA; FATHALLAH; GREENE, 2000).  413 

Sabendo-se que a hiperglicemia decorrente do diabetes é um dos principais 414 

fatores que contribui para o desenvolvimento da retinopatia diabética e que a 415 

melatonina modula as funções da retina (LUVONE et al., 2005; WIECHMANN; 416 

SUMMERS, 2008), além ser um dos maiores antioxidantes naturais, a presente 417 

pesquisa propõe testar a hipótese de que a melatonina exógena pode neutralizar os 418 

efeitos adversos da retinopatia diabética. 419 

420 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 421 

 422 

2.1 Diabetes mellitus 423 

 424 

O diabetes mellitus (DM) é um distúrbio metabólico crônico, caracterizado por 425 

níveis elevados na concentração de glicose circulante, em função da deficiência na 426 

secreção (Diabetes mellitus tipo 1), ou, no comprometimento da ação periférica da 427 

insulina  (resistência à insulina), o que caracteriza o diabetes mellitus tipo 2 (SILVA 428 

et al., 2011). Cerca de 350 milhões de pessoas no mundo são estimadas ter 429 

diabetes (DANAEI et al., 2011) com o tipo 2  respondendo a cerca de 90% de todos 430 

os casos diagnosticados (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008), 431 

representando assim, um grande problema na saúde pública ( LUO; MEI-LING, 432 

2014).  433 

O diabetes é um dos principais fatores responsáveis pelas doenças crônicas 434 

coronarianas e insuficiência cardíaca no mundo ocidental (GO et al., 2013). Assim, 435 

consequências para os organismos são variadas, incluindo hipertensão, nefropatias, 436 

retinopatias, cardiopatias e neuropatias e quando a reabsorção renal de glicose 437 

ultrapassa o seu limiar, ocorre a glicosúria, causando uma diurese osmótica que leva 438 

à poliúria e a polidpsia (SILVA et al., 2011). A hipertensão coexistente, leva à lesão 439 

renal progressiva, portanto o seu tratamento diminui a evolução da nefropatia 440 

diabética (RANG et al., 2004). 441 

 Os Estados Unidos é um dos principais países afetados com essa doença 442 

apresentando 28 milhões de pessoas comprometidas e com uma incidência anual 443 

de 180 mil novos casos (GO et al., 2013). O risco de doenças cardiovasculares é 444 

também bastante elevado em pacientes com diabetes, representando a causa 445 

primária de sua morbidade e mortalidade (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 446 

2014). Especificamente, indivíduos com diabetes apresentam uma disfunção na 447 

regulação do fluxo sanguíneo nas artérias coronárias (BAGI; FEHER; BELEZNAI, 448 

2009). 449 

A prevalência no Brasil é comparável à dos países mais desenvolvidos onde o 450 

DM é considerado o maior problema de saúde. Entretanto, é na sua morbidade que 451 

se encontra o maior impacto sócioeconômico (BOSCO et al., 2005). Esse impacto, 452 

deve-se as complicações causadas pelo diabetes que encurta a vida produtiva dos 453 
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indivíduos, piorando sua qualidade de vida e a dos seus familiares. Estimativas 454 

indicam que em alguns países, essa doença pode comprometer de 5% a 14% das 455 

despesas destinadas à saúde (BOSCO et al., 2005). 456 

A hiperglicemia nessa enfermidade ocorre devido ao débito hepático alterado 457 

de glicose, e, à captação diminuída de glicose pelos músculos esqueléticos com 458 

síntese reduzida de glicogênio (SILVA et al., 2011) além disso, ela ocasiona 459 

alterações no metabolismo dos lipídeos e proteínas (DAS;  PADAYUTTI; PAULOSE, 460 

1996). Bem como, a insulina é o hormônio anabólico que após interação com seu 461 

receptor de membrana específico, estimula a captação de glicose pelas células por 462 

meio de proteínas integrais de membrana denominadas GLUTs (MOURA et al., 463 

2012). Tal evento regula a homeostase glicêmica, estimula a lipogênese hepática, e 464 

nos adipócitos reduz a lipólise, bem como regula o “turnover protéico” (SABETSKY; 465 

EKBLOM, 2010). 466 

O diabetes mellitus pode ser classificado em: DM tipo 1, DM tipo 2, Diabetes 467 

gestacional e outros tipos específicos de diabetes (YAMAZAKI, 2004). No diabetes 468 

tipo 1, também conhecida como “juvenil”, ocorre devido a destruição das células β 469 

por um processo autoimune (tipo A) ,o que envolveria a complexa cooperação entre 470 

o sistema imune inato e o adaptativo, evolutivamente projetados para fornecer 471 

proteção contra ameaças ambientais (MANDRUP-POULSEN, 2014), ou por uma 472 

causa desconhecida (tipo B ou idiopática). Na forma autoimune, ocorre um processo 473 

de insulite e a presença de autoanticorpos (anti-descarboxilase de ácido glutâmico, 474 

anti-ilhotas e anti-insulina) (GROSS et al., 2002). Enquanto da idiopática, 475 

caracteriza-se pela ausência de insulite e de autoanticorpos. A ausência absoluta de 476 

insulina no DM tipo 1, resulta em manifestações clínicas evidentes quando 477 

comparadas à do tipo 2 (GROSS et al., 2002). 478 

Todavia, o DM tipo 2, é ocasionada devido a distúrbios na secreção e ação da 479 

insulina (YAMAZAKI, 2004). Anteriormente era mais frequente em indivíduos acima 480 

de 40 anos, sendo denominada diabetes da maturidade, hoje, no entanto, ocorre 481 

uma alta incidência em indivíduos jovens (YAMAZAKI, 2004). O tipo 2 é uma doença 482 

multifatorial, sendo o resultado de uma combinação de genes e de fatores 483 

ambientais (KAHN, 1994), contudo, devido a quantidades significativas de insulina 484 

residual, hiperglicemia, cetoacidose no organismo, não sejam tão evidentes, torna 485 

difícil o diagnóstico precoce da doença (YAMAZAKI, 2004). Por isso, ela ocasiona 486 
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complicações à nível microvascular (retinopatias, nefropatias) e macrovascular 487 

(doenças coronárias, doenças vasculares periféricas) e neuropatias, afetando nervos 488 

motores, sensoriais e autonômicos (SIMA; SUGIMOTO, 1999). 489 

No DM gestacional, ocorre tolerância diminuída aos carboidratos podendo 490 

persistir ou não após o parto para o DM tipo 2 ( BUCHANAN et al., 2007; GROSS et 491 

al., 2002). Entretanto, em outros tipos específicos de diabetes, eles são ocasionados 492 

devido a defeitos genéticos na função das células β e na ação da insulina, doenças 493 

do pâncreas exócrino, endocrinopatias, indução por drogas ou produtos químicos, 494 

infecções e formas incomuns de diabetes imuno-mediado (GROSS et al.,2002). 495 

Hiperglicemia crônica no diabetes leva a complicações microvasculares que 496 

afetam severamente a qualidade de vida (SALIDO et al., 2013). A retinopatia 497 

diabética pode ser a mais comum dessas complicações e uma das principais causas 498 

de deficiência visual e cegueira (SALIDO et al., 2013). Em pacientes, sem controle 499 

adequado do DM tipo 1 ou tipo 2, a  microcirculação retiniana é constantemente 500 

exposta à níveis elevados de glicose, e este fato resulta em muitas alterações 501 

estruturais e funcionais (UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP, 1998).  502 

    Devido à importância do diabetes, vários grupos de estudos, têm 503 

pesquisado se as complicações desta enfermidade podem ser evitadas, reduzidas, 504 

ou mesmo revertidas por meio do controle adequado dos níveis de glicose no 505 

sangue, uso de insulina exógena, ou hipoglicemiante oral (ZANGON et al., 2006). 506 

Dietas e exercícios físicos são úteis para melhorar a glicemia, sem, no entanto, 507 

restaurar completamente a ação da insulina (ALZAID, 1996). 508 

Entre os fármacos utilizados até o momento se encontram: as sulfonilúreas, 509 

que agem nas células β pancreáticas aumentando a secreção de insulina e que 510 

apresentam como alvo molecular o receptor de sulfonilúrea; as tiazolidinedionas, as 511 

quais atuam aumentando a sensibilidade dos tecidos à insulina tendo como alvo 512 

molecular o receptor gama ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARγ); a 513 

metformina, que inibi a liberação de glicose hepática e aumenta a sensibilidade 514 

periférica à insulina, nela não se tem alvo molecular conhecido e a α-glicosidase 515 

(acarbose), as quais atuam no intestino, reduzindo a taxa de absorção de 516 

carboidratos, e como alvo a α glicosidase (MOLLER, 2001; BAYLEI, 2000). 517 
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Descoberta em 1921, a insulina é utilizada em terapias no caso de câncer, 518 

queimaduras, injúrias severas, além do diabetes (MARTINEZ-RIQUELME; ALLISON, 519 

2003). Ela apresenta ação no fígado, músculo e tecido adiposo via ativação do 520 

receptor insulina. Utilizada em todos os caso do DM tipo 1 e, em alguns casos 521 

(30%), em indivíduos com  DM tipo 2. Ela promove a síntese e armazenamento de 522 

carboidratos, lipídios proteínas, além de inibir a quebra e liberação dos mesmos para 523 

a corrente sanguínea (SALTIEL; KAHN, 2001). 524 

Hiperglicemia crônica no diabetes leva a complicações microvasculares que 525 

afetam severamente a qualidade de vida (SALIDO et al., 2013). A retinopatia 526 

diabética pode ser a mais comum dessas complicações e uma das principais causas 527 

de deficiência visual e cegueira (SALIDO et al., 2013). Em pacientes, sem controle 528 

adequado do DM tipo 1 ou tipo 2, a  microcirculação retiniana é constantemente 529 

exposta à níveis elevados de glicose, e este fato resulta em muitas alterações 530 

estruturais e funcionais (UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY GROUP, 1998).  531 

Não há dúvida de que um tratamento com insulina de forma adequada é 532 

absolutamente necessário para se obter bons resultados no tratamento do diabetes, 533 

no entanto, uma metodologia detalhada e bem fundamentada é necessária 534 

(PINHEIRO et al., 2011), visto que todas as abordagens terapêuticas ainda não são 535 

capazes de evitar as alterações do diabetes induzidas nos tecidos.      536 

 537 

2.2. A retina  538 

 539 

2.2.1. Estrutura  540 

 541 

A retina é responsável pelo fenômeno chamado fototransdução, que é a 542 

transformação do estímulo luminoso em energia elétrica, ou seja, ela capta os 543 

fótons, converte a energia fotoquímica em energia elétrica, integra os potenciais de 544 

ação resultantes e transmite para o lobo occipital do cérebro, local que ocorre a 545 

decifração e interpretação das imagens (SERRARBASSA; DIAS; VIEIRA, 2008). A 546 

retina é separada da circulação sistêmica pelas barreiras hemato-retinianas e 547 

hemato-aquosa e recebe seus suprimentos nutricionais das circulações retiniana e 548 

coroidal, e possivelmente do corpo ciliar por difusão através do vítreo (BITO; 549 

SALVADOR; PETRINOVIC, 1978). 550 
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Ela é uma estrutura capaz de captar fótons, consome cerca de 50% de 551 

oxigênio a mais que os outros tecidos, oxigênio o qual é consumido 552 

consideravelmente pelos seus fotorreceptores, sendo o plexo vascular, formado pela 553 

circulação da coroide, estrutura a qual fornece oxigênio e nutrientes para o epitélio 554 

pigmentar da retina (GUIMARÃES; GERENUTTI, 2013).  555 

Sob a luz da microscopia óptica, ela é formada por dez camadas: a primeira 556 

camada, mais externa, é denominada de epitélio pigmentar que fica entre a coroide 557 

e a retina; a segunda corresponde a camada de fotorreceptores, responsáveis pela 558 

captação e transdução da energia luminosa; a terceira é a camada limitante externa, 559 

formada pelos prolongamentos das células de Müller (células da glia); a quarta é a 560 

camada nuclear externa, onde se localizam os núcleos dos fotorreceptores; camada 561 

plexiforme externa, local de contato sináptico entre os fotorreceptores, células 562 

bipolares e células horizontais; a sexta corresponde à camada nuclear interna, onde 563 

se encontram os corpos celulares das células bipolares, amácrinas, horizontais e de 564 

Müller; a sétima camada é a plexiforme interna, na qual ocorrem sinapses entre as 565 

células bipolares, amácrinas e ganglionares; a oitava refere-se à camada das células 566 

ganglionares, constituídas pelos núcleos das células ganglionares; a nona camada é 567 

a Camada de fibras nervosas, formadas pelos axônios das células ganglionares que 568 

formam o nervo óptico; e por último a décima camada é a membrana limitante 569 

interna, formada pelos prolongamentos das células de Müller (GU et al., 2007). 570 

 571 
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Figura 1: Diagrama de organização das células da retina. Fonte: bioug.blogspot.com 572 

 573 

 574 

A camada de células fotorreceptoras é formada pelos cones e bastonetes, 575 

essas células estão próximas à superfície externa da retina, e a luz, para atingi-las, 576 

deve atravessar toda a cavidade vítrea e a parte interna da retina (BOSCO et al., 577 

2005). A camada mais externa é o epitélio pigmentado, o qual está em intimo 578 

contato com os segmentos externos dos fotorreceptores (CORMACK, 1996). 579 

Os neurônios (fotorreceptores, células bipolares, horizontais, amácrinas e 580 

ganglionares) desempenham funções sensoriais e definem a percepção da cor, 581 

resolução espacial e discriminação de contraste (MASLAND, 2001). Todavia, as 582 

células de Müller e os astrócitos são células gliais que estão presentes desde o 583 

epitélio pigmentado da retina até a membrana limitante interna, sendo responsáveis 584 

pelo fornecimento de suporte nutricional e regulatório para os neurônios 585 

(SERRARBASSA; DIAS; VIEIRA, 2008). Além disso, convertem substratos, incluindo 586 

lactato e aminoácidos, da circulação para os neurônios, regulam as propriedades 587 

das barreiras hemato-retinianas (GARDNER et al., 1997) e a função sináptica 588 

(NEWMAN, 2003). As células de Müller, regulam a concentração de íons extracelular 589 
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para modular a polarização e a despolarização da membrana plasmática, participam 590 

com os fotorreceptores do ciclo glutamato-glutamina para controlar a 591 

neurotransmissão, armazenam glicogênio para conversão em lactato e protegem os 592 

neurônios da excitotoxicidade do glutamato (LIETH, 2001). As células gliais estão 593 

presentes entres os neurônios e os vasos da retina e fazem parte do seu 594 

metabolismo e nutrição (ANTONETTI et al.,2006). 595 

Outro tipo de célula presente na retina é a micróglia, que são macrófagos 596 

controladores do ambiente local pela interação com neurônios e células da glia, elas 597 

reagem aos estresses causados por traumas, infecções ou deslocamento da retina, 598 

devido a liberação de enzimas pró-inflamatórias (KRADY et al., 2005). Em relação 599 

ao suporte nutricional e a remoção de produtos indesejáveis enviados para dentro 600 

da retina, os pericitos e as células vasculares endoteliais são os responsáveis, e tem 601 

sido foco de muita pesquisa em retinopatia diabética (SERRARBASSA; DIAS; 602 

VIEIRA, 2008). 603 

A camada de células do epitélio pigmentado é formada por um epitélio 604 

cubóide simples, com células carregadas de pigmento. Ela serve como um condutor 605 

seletivo de substrato; permite a difusão de oxigênio da coróide para a retina, remove 606 

o ácido láctico da retina e fagocita o segmento externo dos fotorreceptores, além 607 

disso, faz parte da barreira hemato-retiniana externa, absorve luz, secreta fatores 608 

tróficos e, em conjunto com os fotorreceptores, participa do ciclo da vitamina A 609 

(STRAUSS, 2005). 610 

A camada de cones e bastonetes, são células polarizadas cujas porções 611 

apicais (segmento externo), são dendritos especializados recobertos pelas células 612 

epiteliais pigmentares. As bases dos bastonetes e cones fazem sinapses com as 613 

células subjacentes da camada bipolar (GARTNER, HIATT; 1997). 614 

Os bastonetes são ativados apenas na penumbra e são bastante sensíveis à 615 

luz, no entanto, não conseguem medir sinais em luz brilhante nem perceber as 616 

cores. São células alongadas, formadas por segmentos internos e externos, uma 617 

região nuclear e uma região sináptica. O segmento externo é constituído por várias 618 

lamelas membranosas em forma de disco que contêm rodopsina, um pigmento 619 

visual sensível à luz (GARTNER, HIATT; 1997). 620 

Entretanto, os cones são células ativadas na luz clara e produzem maior 621 

acuidade visual do que os bastonetes. Apresentam estrutura alongada semelhantes 622 
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aos bastonetes com poucas exceções entre eles é que seu segmento externo 623 

assemelha-se mais a um cone e, ao contrário dos bastonetes, são sensíveis à cor e 624 

a luz clara. Os cones também apresentam uma diferente variedade do fotopigmento 625 

iodopsina, com cada variedade possuindo uma sensibilidade máxima ao vermelho, 626 

verde ou azul (GARTNER; HIATT, 1997). 627 

Uma outra camada da retina é a membrana limitante externa, sendo esta 628 

formada por uma fileira de zônulas de adesão entre as células de Müller e os 629 

fotorreceptores. Contudo, a camada nuclear externa, consiste em uma zona 630 

preenchida principalmente pelos núcleos dos bastonetes e cones e a plexiforme 631 

externa é a responsável pelas sinapses axodendrítricas entre as células 632 

fotorreceptoras e outras células neuronais entre elas as horizontais, as amácrinas e 633 

bipolares (GARTNER; HIATT, 1997). 634 

A membrana limitante interna é a primeira camada interna da retina, sendo 635 

composta pelas lâminas basais das células de Müller (GARTNER, HIATT; 1997), 636 

com uma espessura média de um a três micrômetros em pacientes não diabéticos 637 

(BRASIL; BRASIL, 2006).  638 

A camada nuclear interna é formada pelos núcleos das células de Müller, 639 

horizontais, amácrinas e bipolares e a camada plexiforme interna pelos 640 

prolongamentos das células ganglionares, bipolares e amácrinas. Por conseguinte, a 641 

camada de camada de células ganglionares, é constituída de neurônios multipolares 642 

das células ganglionares com até 30 μ de diâmetro (GARTNER,  HIATT; 1997). Elas 643 

são as últimas células da retina a receber e processar a informação luminosa 644 

captada pelos fotorreceptores, compondo uma via retino-hipotalâmica que informa 645 

aos núcleos supraquiasmatico a alternância de claro-escuro, participando do ciclo 646 

circadiano (ROLLAG; BERSON; PROVENCIO, 2003). 647 

  648 

2.2.2. Fototransdução 649 

 650 

O processamento de informação luminosa no sistema nervoso central se 651 

inicia quando a luz atravessa toda a retina e estimula o segmento externo dos 652 

fotorreceptores, apesar de suas diferenças estruturais e funcionais, os 653 

fotorreceptores desempenham mecanismos semelhantes de conversão da 654 

informação luminosa em alterações nos seus potenciais de membrana, ou seja, em 655 
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sinais neurais. Essa cascata de reações bioquímicas intracelulares ativadas pela luz 656 

é chamada de fototransdução (JOSELEVITCH, 2008). 657 

A fototransdução consiste em um processo metabólico acoplado a uma 658 

proteína G. Na escuridão, os segmentos externos dos bastonetes encontram-se em 659 

um estado de despolarização, devido a um influxo constante de íons sódio para o 660 

seu interior. Sendo estes canais ativados por Guanosina Monofosfato Cíclico 661 

(GMPc), um segundo mensageiro produzido pela enzima Guanilato ciclase, que 662 

mantém os canais abertos, permitindo a entrada de sódio. Com a incidência da luz, 663 

a radiação eletromagnética é absorvida pela opsina, a qual será ativada por uma 664 

alteração na conformação do retinal (BURNS et al., 2002; LAMB, PUGH JR, 2006). 665 

A ativação da rodopsina estimula a Transducina, proteína G localizada na 666 

membrana, a qual ativa a fosfodiesterase, uma enzima efetora que hidrolisa o 667 

GMPc, reduzindo sua concentração na membrana, o que determinará o fechamento 668 

dos canais iônicos e a interrupção da entrada de íons sódio, hiperpolarizando a 669 

membrana do segmento externo dos bastonetes (BURNS et al., 2002; LAMB; PUGH 670 

JR, 2006). 671 

Os fotorreceptores respondem com variações de potencial graduado, 672 

sofrendo hiperpolarização, com inibição da liberação do neurotransmissor glutamato 673 

com a presença de luz e despolarização estimulação da liberação de glutamato na 674 

ausência do estímulo luminoso (LAMB; PUGH JR, 2006). 675 

As alterações no potencial graduado nos fotorreceptores levam a alterações 676 

de potencial graduado nas células bipolares, as quais são classificadas de acordo 677 

com a resposta do neurotransmissor liberado. Com isto, as células bipolares podem 678 

ser do tipo on, as quais se hiperpolarizam com a presença do glutamato e, 679 

despolarizam na sua ausência, ou do tipo off, que possuem efeito contrário 680 

(BERNTSON; TAYLOR, 2000). A função das células bipolares está diretamente 681 

relacionada ao conceito de campo receptivo, que corresponde a área da retina que 682 

quando estimulada, gera alterações no potencial da membrana celular (SANES; 683 

ZIPURSKY; 2010). Contudo, com a chegada da luz à retina, os receptores que 684 

formam o centro do campo receptivo irão se hiperpolarizar, reduzindo a liberação de 685 

glutamato na fenda sináptica, o que por sua vez causará uma despolarização nas 686 

células bipolares on, enquanto que as células horizontais ligadas aos fotorreceptores 687 
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da periferia não iluminada do campo receptivo sofrem despolarização, provocando a 688 

hiperpolarização das células off ( BERNTSON; TAYLOR, 2000). 689 

Assim, quando os sinais das células bipolares finalmente chegam às células 690 

ganglionares, será gerado um potencial de ação nestas células, cujos axônios irão 691 

se agrupar formando o nervo óptico e convergir para o disco óptico. O nervo óptico 692 

conduzirá este potencial para os centros superiores de processamento visual (LENT, 693 

2010). 694 

2.2.3. Suprimento sanguíneo da retina 695 

 696 

 A artéria oftálmica, ramo da artéria carótida interna, é responsável pela 697 

irrigação sanguínea ocular emitindo ramos responsáveis pelo suprimento das 698 

camadas internas da retina através da artéria central da retina, assim como também 699 

se ramifica em artérias ciliares posteriores que irrigam as camadas externas, 700 

coroide, corpo ciliar e íris (JONAS; DICHTL, 1996).  701 

        No sistema visual, a luz tem de atravessar toda a espessura da retina para 702 

alcançar os fotorreceptores, desta forma a distribuição espacial das estruturas 703 

vasculares deve interferir o menos possível com a passagem da luz. Na verdade, as 704 

estruturas vasculares representam menos de 5% da massa retiniana total. 705 

(GARDNER et al., 2002).  706 

     Nos Roedores, o suprimento sanguíneo à retina tem duas origens diferentes, a 707 

artéria central da retina e os capilares da coroide. Desde a zona mais interna da 708 

retina até à camada nuclear externa a vascularização realiza-se através da 709 

circulação intra-retiniana. Os restantes estratos mais externos dependem da 710 

circulação coroideana (65-85%). Estes dois sistemas vasculares encarregam-se de 711 

satisfazer as elevadas necessidades de oxigénio e glicose das células nervosas 712 

(KOLB et al., 2011).  713 

       Os Roedores possuem uma retina do tipo holoangiótico, o que significa que a 714 

árvore vascular tem origem na artéria central da retina e se ramifica, desde o disco 715 

do nervo óptico até à periferia, em arteríolas, vênulas e numa extensa rede de 716 

capilares (Figura 2). Os vasos sanguíneos retinianos distribuem-se por três plexos 717 

vasculares: o plexo vascular superficial, situado na camada ganglionar, o plexo 718 

vascular intermédio, à nível da camada plexiforme interna, e, mais profundamente, o 719 
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plexo vascular profundo que invade a camada plexiforme externa (PAQUES et al., 720 

2003).  721 

   722 

Figura 2 – Padrão vascular da retina de ratos. Injeção de fluoresceína. A partir do 723 
disco óptico a artéria central da retina ramifica-se em várias arteríolas retinianas que 724 

se distribuem radialmente até à periferia. As vénulas retinianas surgem num plano 725 
mais profundo e convergem no disco óptico. DO, disco óptico; A, arteriolas; V, 726 

vénula. Fonte: Dissertação de mestrado Joana Araújo Nobre Catita. 727 
 728 

A retina consome oxigênio mais rapidamente do que qualquer outro tecido. As 729 

exigências de energia elevada do epitélio pigmentar da retina e dos fotorreceptores 730 

se deve a síntese dos componentes celulares necessários para a sua constante 731 

renovação (NGUYEN-LEGROS; HICKS, 2000). Prestação de uma oferta adequada 732 

de oxigênio e glicose fornece uma explicação para o alto fluxo sanguíneo na coroide, 733 

considerado como o mais elevado de todos os tecidos do corpo em termos de fluxo 734 

de sangue por unidade de massa de tecido (SHAO et al., 2011). 735 

 736 

2.3 Retinopatia diabética 737 

 738 

A retinopatia diabética (RD) é considerada uma doença vascular, com risco 739 

de perda da visão, que se apresenta clinicamente de acordo com o estado 740 

proliferativo da vasculatura retiniana (KOWLURU et al., 2001). Essa enfermidade 741 

envolve hemorragias, obliteração vascular, resultando em neovascularização e 742 

consequentemente a esses eventos, proliferação fibrovascular e desprendimento da 743 

retina, os quais secundariamente podem provocar degeneração neural da retina 744 

(OZAWA et al., 2011). 745 



32 
 

Estudos têm demonstrado que quase todos os pacientes com diabetes 746 

mellitus tipo 1, e mais de 60%  dos indivíduos com diabetes tipo 2, têm algum grau 747 

de retinopatia após vinte anos de doença (ROBINSON et al., 2012). Estudos 748 

baseados na população atual sugerem que cerca de um terço dos diabéticos tem 749 

algum sinal de RD e aproximadamente um décimo apresenta seu grau avançado, 750 

incluindo seu estágio proliferativo e edema de mácula (WONG et al., 2008; WANG et 751 

al.,2009; ZHANG et al., 2010).      752 

As alterações vasculares que ocorrem no início da RD não proliferativa, 753 

incluem dilatação dos vasos sanguíneos, obstrução capilar e degeneração, aumento 754 

de leucócitos e da permeabilidade associada à ruptura da barreira hemato-retiniana, 755 

perda de pericitos e formação de microaneurismas. O estágio avançado da RD 756 

proliferativa é caracterizada por neovascularização (KUSARI et al., 2010). 757 

O único objetivo da circulação retiniana é apoiar as demandas metabólicas 758 

dos neurônios da retina e das células da glia, essas células também podem ser 759 

danificadas pelo estado do diabetes. (XIN et al., 2012). As células ganglionares da 760 

retina assumem um papel crítico de transmissão dos sinais visuais para o córtex 761 

cerebral antes do processamento de sinais. Assim, disfunção nas células gliais, 762 

neuronais e principalmente nas células ganglionares podem ocorrer 763 

concomitantemente com anormalidades no fluxo de sangue e, muitas vezes antes 764 

do aparecimento do dano microvascular evidente (ANTONETTI et al., 2006). 765 

Anormalidades da atividade eletrofisiológica da retina também podem ser detectadas 766 

antes do aparecimento clínico das lesões vasculares (BLOODWORTH, 1962; 767 

WOLTER; 1961). 768 

Os três principais fatores de risco para a RD são o diabetes, a hiperglicemia e 769 

a hipertensão (CHEUNG; MITCHELL; WONG, 2010; GROSSO et al., 2011). O 770 

índice de massa corporal e a dispilidemia, possivelmente também são fatores, 771 

porém, as associações não têm sido tão consistentes (BENAROUS et al., 2011; 772 

DIRANI et al.,2011). Fatores genéticos também parecem estar envolvidos com essa 773 

doença, no entanto, genes específicos não têm sido claramente identificados, 774 

apesar de grandes estudos (ABHARY et al., 2009; SOBRIN et al., 2011). 775 

Em relação à patogênese da RD, as alterações que contribuem para o 776 

estresse oxidativo e a baixa regulação de enzimas antioxidantes, desempenham um 777 

importante papel (MADSEN-BOUTERSEN; KOWLURU 2008; JARRET et al., 2008). 778 
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O estresse oxidativo, é considerado uns dos principais fatores envolvidos na 779 

patogênese da RD, e em outros desequilíbrios bioquímicos, como por exemplo, 780 

aumento do poliol, da hexosamina da proteína quinase C e das AGEs (produtos 781 

finais de glicação avançada),  e estes desequilíbrios levam a alterações estruturais e 782 

funcionais, tais como perda acelerada de células capilares na microvasculatura 783 

retiniana, aumento na permeabilidade vascular e aumento na formação do fator de 784 

crescimento vascular endotelial  (VEGF) (KOWLURU; CHAN, 2007; KAUR., 2008). 785 

O VEGF é um fator angiogênico induzido por hipóxia (SHWEIKE et al.,1992) e 786 

um grande fator de permeabilidade vascular  (SENGER et al.,1983) que surgiu como 787 

um mediador chave na permeabilidade da barreira hemato-retiniana na RD e em 788 

outras doenças isquêmicas (COSTA et al., 2007; ISHIDA et al., 2003).  789 

A RD também compartilha similaridades com doenças inflamatórias crônicas 790 

devido ao aumento da permeabilidade vascular, edema, infiltração de células 791 

inflamatórias, destruição de tecidos, neovascularização,e a expressão de citoquinas 792 

pró-inflamatória e quimiocinas na retina. O aumento da expressão de fatores 793 

vasoativos e citocinas provavelmente desempenham um papel importante na 794 

estrutura e nas alterações funcionais da retina (KHAN; CHAKRABARTI, 2007; 795 

(WIROSTKO; WONG; SIMO, 2008). No entanto, estudos em humanos não 796 

revelaram consistente associação entre a retinopatia e inflamação (LIM et al., 2010).   797 

Em relação aos tratamentos disponíveis para a RD, no seu estágio mais 798 

avançado, a fotocoagulação a laser, a cirurgia de vitrectomia, as injeções intra-799 

oculares de esteróides e  anti-VEGF, apresentaram bons resultados, porém, não são 800 

úteis no inicio do tratamento e não evitam o risco de cegueira (CHEUNG; 801 

MITCHELL; WONG, 2010). O tratamento com laser é propriamente destrutivo, com 802 

efeitos colaterais inevitáveis, e também não é eficaz em reverter à perda da visão, 803 

da mesma forma, a terapia anti-VEGF apresenta risco sistêmico (TRUONG; WONG; 804 

KHACHIGIAN, 2011). Portanto, novas estratégias de tratamento preventivo ou que 805 

possam proporcionar intervenções nos estágios iniciais do diabetes atrasando ou 806 

impedindo sua progressão são necessários (ROBINSON et al., 2012).        807 

 808 

    2.4 Melatonina 809 

 810 
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 A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um hormônio sintetizado 811 

principalmente pela glândula pineal, e também por outras fontes tais como: retina, 812 

células imunocompetentes, trato gastrointestinal, fígado, testículos, ovários 813 

(HARDELAND et al., 2011). Essas fontes extrapineal contribuiriam pouco para a 814 

concentração plasmática da melatonina, contudo, teriam importância considerável 815 

para ação parácrina e/ou autrócrina desse hormônio (PONTES et al., 2006). Ela é 816 

um dos mais poderosos antioxidantes naturais (REITER et al., 1999) que evita 817 

danos oxidativos em macromoléculas, como lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos 818 

(BAYDAS et al., 2004; REITER et al., 2001). Sua principal função biológica inclui a 819 

regulação do ritmo circadiano (fase de dormir e acordar), a melhoria da qualidade do 820 

sono (LI; ZHANG; TANG, 2013), a reprodução em espécies sazonais e não sazonais 821 

(BERGER, 2008) e a função da retina (BRZEZINSKI, 2005). Estudos também 822 

demonstraram que ela apresenta atividade anti-inflamatória, anti-apoptótica e 823 

antioxidante (LI; ZHANG; TANG, 2013). 824 

Sua ação é ativada através da ligação retino-hipotalâmico, e, a partir da 825 

retina, faz com que os núcleos supraquiasmáticos (NSQ) recebam informações 826 

sobre a iluminação ambiental (REITER, 1981). As mensagens que partem do NSQ 827 

são transmitidas para neurônios do segmento cervical da medula, e, em seguida, 828 

são enviadas para os gânglios simpáticos cervicais superiores, e destes para a 829 

glândula pineal (HIRIART, 2012). O tecido da glândula pineal é altamente 830 

vascularizado e constituído de células conhecidas como pinealócitos que produzem 831 

melatonina e peptídeos como a vasopressina, e células da neuroglia, astrócitos do 832 

tecido nervoso (REITER, 1981).   833 

 A melatonina não é armazenada no local de síntese e, por conseguinte, é 834 

segregada diretamente para o líquido cefalorraquidiano e circulação vascular 835 

(REITER; TAN; FUENTES-BROTO, 2010). 836 

 O pico da secreção de melatonina é alcançada na primeira metade da noite, 837 

decaindo gradualmente (HIRIART, 2012). Em virtude das estações do ano, conforme 838 

os dias vão ficando mais curtos, a exposição dos animais à melatonina aumenta, 839 

informando ao organismo a duração da noite, e consequentemente, o período do 840 

ano correspondente (HARDELAND et al., 2011).  841 

 Existem três principais vias de degradação deste hormônio, sendo a hepática 842 

considerada a via clássica, onde a enzima CIP P450 do fígado metaboliza a 843 
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melatonina em 6-hidroximelatonina, que em seguida é conjugada com sulfato ou 844 

glucoronida, sendo então secretada na urina (SLOMINSKI et al., 2012). Quando a 845 

melatonina reage com o peroxinitrito, forma o metabólito 6-hidroximelatonina que 846 

manifesta uma atividade antioxidante maior em determinados modelos in vitro 847 

(REITER; TAN; BURKHARDT, 2002). 848 

 Por ser uma molécula anfipática, a melatonina pode atravessar passivamente 849 

a membrana celular e, dessa forma, pode regular diretamente reações/funções no 850 

interior das células, independentemente da interação com o receptor 851 

(DUBOCOVICH, 1997). Por outro lado, diversas ações da melatonina são mediadas 852 

por receptores de membrana em vários tecidos, como o receptor MT1 e o MT2, que 853 

permitem transmitir ritmicidade a estruturas que estão do lado de fora da barreira 854 

hematoencefálica (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010). Há ainda outro tipo de 855 

receptor, o MT3, que apresenta classificação controversa, podendo ser considerado 856 

também como enzima, a quinona redutase II, que regula a adesão dos leucócitos no 857 

endotélio vascular (VINCENT et al., 2010). 858 

 A expressão do receptor MT1 ocorre principalmente no sistema nervoso 859 

central (SNC), em órgãos reprodutores, rim, fígado, vasos e pele (PANDI-PERUMAL 860 

et al., 2008). Já o MT2 é expresso de forma mais restrita, sendo encontrada 861 

principalmente no cérebro e retina, embora sua presença também tenha sido 862 

detectada no pulmão, células do sistema imunológico, duodeno e adipócitos 863 

(PANDI-PERUMAL et al., 2008). Esses receptores têm afinidades diferentes para a 864 

melatonina, sendo cerca de três vezes maior para o MT1 em relação ao MT2 (WITT-865 

ENDERBY et al., 2003). Além disso, os receptores podem atuar como monômeros 866 

ou dímeros, sendo que a presença de heterodímeros MT1/MT2 e o homodímero 867 

MT1 são mais prevalentes em relação ao homodímero MT2 (ZLOTOS et al., 2013). 868 

Foi descrito que, na retina os receptores MT1 e MT2 formam heterodímeros e 869 

que a ausência de um dos receptores inviabiliza o efeito da melatonina neste tecido 870 

(BABA et al., 2013).  871 

 Alguns dos efeitos importantes da melatonina são: atuar como transdutor 872 

neuroendócrino, integrando os sinais neurais da retina, que depende da duração e 873 

intensidade da iluminação ambiental, liberando sinais na corrente sanguínea 874 

sincronizando os ritmos circadianos (CHAHBOUNI et al., 2010). Além do controle do 875 

ciclo circadiano, ela vem sendo atrelada com diversas funções específicas, estando 876 
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relacionada ao envelhecimento, a obesidade, a sensibilidade a insulina, a maturação 877 

sexual, as ações antidepressivas, ao controle das secreções de hormônios (do 878 

crescimento, hormônios adrenais e tireoideanos), e como agente antioxidante, 879 

substância oncoestática, substância cardioprotetora, mediador inflamatório e 880 

substância osteogênica ( PANDI-PERUMAL et al., 2006).  881 

     882 

2.5 Melatonina e diabetes 883 

 884 

A avaliação das relações entre diabetes, metabolismo da glicose, e os efeitos 885 

da melatonina é um tema de grande interesse (DERLACZ et al., 2005). Foi sugerido 886 

que tratamentos com antioxidantes podem ser uma importante opção terapêutica na 887 

prevenção das complicações vasculares causadas pelo diabetes (BONJUGA et al., 888 

2004). A proteção antioxidante da melatonina já foi demonstrada tanto in vivo como 889 

in vitro ao nível de membrana celular, mitocôndrias e núcleo (REITER, 2000). Além 890 

de suas ações como um eliminador de radicais livres, ela também estimula enzimas 891 

antioxidantes, como por exemplo a superóxido dismutase a glutationa peroxidase e 892 

a glutationa redutase, o que promove ainda mais a sua capacidade de reduzir a 893 

toxicidade dos radicais livres e dos seus reagentes associados (REITER et al., 2000; 894 

RODRIGUEZ et al., 2004).  Pesquisas mostraram que melatonina poderia restaurar 895 

o status antioxidante prejudicado em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina 896 

(ANWAR; MEKI, 2003). Da mesma forma, sua administração à longo prazo reduziu a 897 

hiperlipidemia e a hiperinsulinemia e restaurou a relação dos ácidos graxos 898 

poliinsaturados  no soro e tecidos de ratos diabéticos (NISHIDA, 2005). 899 

Estas ações combinadas da melatonina, juntamente com sua baixa toxicidade 900 

e sua capacidade de penetrar todas as membranas morfofisiológicas, a torna um 901 

benéfico antioxidante em todo organismo (TOPAL et al., 2005; LEE et al., 2005) 902 

 903 

2.6 Melatonina e retina 904 

 905 

Embora a melatonina seja mais amplamente conhecida como um produto da 906 

glândula pineal, sua síntese também ocorre em local extra-pineal, em vertebrados e 907 

em plantas (SIU et al., 2006). No olho, a melatonina sintetizada modula o segmento 908 
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externo do fotorreceptor (GRACE; CHIBA; MENAKER, 1999) e a sensibilidade à luz 909 

(DJAMGOZ et al., 1997). 910 

Os olhos, como outras estruturas, estão sujeitas a estresse oxidativo, 911 

persistente na forma de espécies reativas ao oxigênio (ROS) ou, ao nitrogênio 912 

(RNS), mediante a oxidação de moléculas essenciais, e esses agentes contribuem 913 

para uma variedade de doenças de estruturas oculares, entre elas, a retinopatia da 914 

prematuridade,a  retinite pigmentosa, a catarata, o glaucoma entre outras (SIU et al., 915 

2006). 916 

A retina responde ao meio hiperglicêmico hipóxico por meio de várias 917 

alterações bioquímicas. A produção desregulada de VEGF pela mesma é uma das 918 

respostas mais devastadoras para o estresse oxidativo (MADSEN-BOUTERSE; 919 

KOWLURU, 2008). Estudos mostram que na retina hipóxica, a qual é uma condição 920 

patológica na retinopatia diabética, apresentava conteúdo de melatonina mais baixo, 921 

e que a suplementação da dieta com melatonina inibe a produção de VEGF na 922 

retina (KAUR et al., 2007). 923 

Outras pesquisas também mostraram que a melatonina também é capaz de 924 

modificar a peroxidação lipídica das células da retina de ratos sob alto teor de 925 

glicose (BAYDAS et al., 2004). Além disso, ela preserva os níveis de glutationa no 926 

citoplasma e nas mitocôndrias, eliminando os danos oxidativos nesses locais (LEON 927 

et al., 2005). 928 

Essas ações desse hormônio ajudam a proteger as estruturas oculares do 929 

abuso dos radicais livres, eliminando esses radicais, preservando a regulação das 930 

atividades das enzimas antioxidantes e aumentado a atividade de transferência de 931 

elétrons da mitocôndria, evitando assim, a geração de radicais livres (SIU et al., 932 

2006). 933 

 934 

2.7 Eletrorretinograma  935 

 936 

A eletrorretinograma (ERG) é um exame oftálmico que consiste no registro da 937 

atividade elétrica produzida pelas células da retina, obtidos a partir de um estímulo 938 

luminoso difuso (flashes), o qual é projetado no olho, sendo esta atividade captada 939 

pela superfície da córnea (MARMOR et al., 2009). Trata-se de um meio para estudar 940 

a função da retina, sendo um método não invasivo e de fácil realização, permitindo 941 
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um manejo seguro, mesmo nos casos que se faz necessário a aplicação de 942 

anestesia (NUSINOWITZ; HECKENLIVELY, 2006). 943 

É utilizado tanto na medicina humana quanto na veterinária como importante 944 

modelo biológico para estudo das degenerações da retina como nos casos de 945 

intoxicação, diabetes e catarata (PETERSEN-JONES et al., 2006). 946 

O registro de eletrorretinograma pode ser feito sobre diferentes condições de 947 

adaptação, sendo possível isolar e analisar o sistema de cones e bastonetes, por 948 

meio da manipulação da intensidade de luz e o nível de adaptação do animal 949 

(adaptado ao escuro, ou, ao claro), obtendo-se registros escotópicos ou fotópicos. 950 

As duas principais ondas estudadas no eletrorretinograma são: a ondas a e a 951 

onda b. A primeira refere-se à hiperpolarização dos fotorreceptores e a segunda, à 952 

despolarização das células bipolares ocasionada pelo aumento da concentração de 953 

potássio na parte interna da retina e pela ativação das células bipolares-on (ZHANG; 954 

WU, 2003) 955 

 956 

Como método para facilitar e comparar a eletrorretinografia em diferentes 957 

laboratórios e clínicas a Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Clínica da Visão 958 

(ISCEV), padronizou um protocolo que visa analisar as seguintes respostas 959 

(MARMOR et al., 2008): escotópica de bastonetes, escotópica máxima, escotópica 960 

de potenciais oscilatórios, fotópica de cones ao flash único e fotópica de flicker. 961 

A camada fotorreceptora da retina apresenta dois tipos de células: os cones e 962 

os bastonetes. Os cones trabalham em condições fotópicas e os bastonetes em 963 

condições escotópicas (DANTA; COSTA, 1995). A maioria dos vertebrados 964 

apresentam um tipo de bastonete e três tipos de cones: cones vermelhos, verdes e 965 

azuis, de acordo com os pigmentos visuais encontrados em seus segmentos 966 

externos (DANTA; COSTA, 1995). 967 

Na escotópica de bastonetes, após adaptação ao escuro é a primeira 968 

resposta a ser analisada, com estímulo de flash de luz branca com sua intensidade 969 

máxima atenuada em 2,5 unidades de logarítmicas utilizando-se filtros de densidade 970 

neutra. Este tipo de iluminação, como está abaixo do limiar de resposta para os 971 

cones, produz apenas respostas de bastonetes (MARMOR et al., 2004). 972 

Já a escotópica máxima é obtida com estímulos de alta intensidade e 973 

apresenta tanto resposta para os cones quanto para os bastonetes. A estimulação é 974 
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feita no estado adaptado ao escuro e sem luz de fundo, com intervalo de no mínimo 975 

dez segundos entre cada estimulação devido à alta intensidade do estímulo 976 

(MARMOR et al., 2004). 977 

A escotópica de potencial oscilatório são quatro a dez ondas de baixa 978 

amplitude e alta frequencia sobrepostas na onda a ou no ramo ascendente da onda 979 

b do eletroretinograma (SIMS, 1999). São altamente correlacionadas com uma 980 

circulação retiniana intacta, sendo então, indicadores de sensíveis isquemia 981 

retiniana (SEVERNS; JOHNSON; BRESNICK, 1994). Yonemura e colaboradores 982 

(1962) observaram que as ondas a e b apresentavam-se normais em retinopatias de 983 

grau leve, enquanto o potencial oscilatório estavam diminuídos ou ausentes.  984 

Os potencias oscilatórios (PO) são facilmente produzidos quando a retina é 985 

estimulada com uma luz de alta intensidade e alta frequência (SEVERNS; 986 

JOHNSON; BRESNICK, 1994). Os olhos devem estar adaptados ao escuro e utiliza-987 

se o mesmo standar flash branco, com um filtro de 75 a 100 HZ e com intervalo 988 

interestímulos de quinze segundos, os potenciais aparecem na porção ascendente 989 

na máxima resposta (MARMOR et al., 2004). 990 

Vários estudos foram realizados para descrever as alterações dos potenciais 991 

oscilatórios em pacientes diabéticos, nos quais se detectou ausência ou diminuição 992 

dos mesmos nos casos de retinopatia diabética em grau avançado (LI et al., 1992). 993 

Ela é uma importante ferramenta para identificar isquemia retiniana interna, 994 

degenerações retinianas pigmentarias, glaucoma, Alzheimer, além de pacientes 995 

diabéticos com risco de desenvolverem retinopatia proliferativa (SIMS, 1999). 996 

A análise do PO pode ser feita pela soma das amplitudes dos quatros 997 

componentes predominantes da resposta do eletrorretinograma ou somar as 998 

amplitudes de todos os picos, denominados índice oscilatório (NUSINOWITZ; 999 

HECKENLIVELY, 2006). 1000 

Um outro ponto a ser analisado no eletrorretinograma é a resposta fotópica de 1001 

cones a flash isolado, nele, só é refletida a atividade dos cones, obtida através da 1002 

saturação dos bastonetes através de uma luz branca de fundo com luminância da 1003 

luz de 17 a 34 cd/m2, é feito um período de adaptação à luz de dez minutos, pois as 1004 

respostas dos cones tendem a crescer nos primeiros minutos, a intensidade do 1005 

estímulo luminoso é máxima (MARMOR et al., 2004). 1006 
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Por fim, têm-se a fotópica de flicker, nela, a resposta à estimulação 1007 

intermitente em uma freqüência de 30 Hz (60 reversões entre claro e escuro/ 1008 

segundo) é registrada na presença de luz de fundo (34 cd/m2), após um período de 1009 

adaptação à luz de dez minutos isolando-se a respostas dos cones, o tamanho da 1010 

resposta é medida do pico da resposta mínima ao pico da resposta máxima. O 1011 

tempo de culminação da onda b é medido a partir do início do estímulo até o pico 1012 

máximo da onda b (MARMOR et al., 2004). 1013 

 1014 

   2.8 Componentes analisados no eletrorretinograma 1015 

 1016 

 A resposta elétrica resultante de um estímulo gerado por uma corrente 1017 

alternada de curta duração é constituída por três ondas básicas, bifásica, 1018 

apresentando a forma senoidal, com um componente negativo (onda-a), um positivo 1019 

(onda-b) e a onda-c (SANTIESTEBAN et al., 2005). A origem dessas ondas ocorre a 1020 

partir de tipos específicos de células que compõem a retina (MARMOR et al., 2009).  1021 

A onda-a é formada pelas correntes iônicas extracelulares geradas pelos 1022 

fotorreceptores (cones e bastonetes), ou seja, ela resulta da hiperpolarização dos 1023 

fotorreceptores, originando uma onda com amplitude negativa, mensurada a partir 1024 

da linha de base até o pico da mesma, apresenta dois componentes, um rápido e 1025 

um lento (Figura 3).  (SANTIESTEBAN et al., 2005). O componente rápido resulta da 1026 

reação do fotopigmento à presença de luz, o segundo constitui a transmissão do 1027 

sinal gerado pelo fotorreceptor, a inclinação da onda que resulta da diminuição dos 1028 

níveis de potássio k+ dos fotorreceptores pela ação das células de Müller 1029 

(SANTIESTEBAN et al., 2005). 1030 

A onda-b (Figura 3) representa amplitude positiva, reflete principalmente a 1031 

atividade das células bipolares da retina, que se encontram entre os fotorreceptores 1032 

e as células ganglionares, transmitindo os sinais dos fotorreceptores para as células 1033 

ganglionares (HECKENLIVELY; ARDEN, 2006).  1034 

A onda-c (onda positiva de aparecimento bem mais tardio) está relacionada 1035 

com a polarização do epitélio pigmentar da retina (EPR) e pode ser observada 1036 

quando é feito um tipo especial de ERG, o ERG de longos flashes (GUM, 1980).  1037 

Enquanto as ondas a e b aparecem na escala de milisegundos, a onda c 1038 

aparece na escala de segundos. O aparecimento da onda-c no epitélio pigmentar da 1039 
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retina depende do fluxo de potássio das outras camadas da retina. Só que o fluxo 1040 

extracelular de potássio depende da fototransdução. Portanto, a onda-c pode nos 1041 

dar um panorama da fototransdução como um todo, da integridade do epitélio 1042 

pigmentar da retina e da interação do EPR e do resto da retina. A pesquisa da onda-1043 

c não é rotineira, geralmente só é pesquisada quando já se sabe que há algo errado 1044 

com o ERG de flash-padrão e, consequentemente, com a retina (GUM, 1980). 1045 

Para interpretar clinicamente o ERG, a mensuração da amplitude da onda-b 1046 

em microvolts (µV) é a mais utilizada, pois além de ser maior, é a onda mais fácil de 1047 

mensurar seu ápice (KOMAROMY et al., 1998). Onda-b com baixa amplitude 1048 

significa diminuição do número total de fotorreceptores (KOMAROMY et al., 1998). 1049 

Teoricamente, as amplitudes das ondas a e c também podem ser usadas para 1050 

interpretar função retiniana. A mensuração da amplitude da onda-b é feita do ponto 1051 

mais negativo da onda-a até o ponto mais positivo da onda-b e é denominada de 1052 

amplitude pico a pico (SALOMÃO, 2002).     1053 

 Em doenças vasculares da retina observa-se diminuição da amplitude da 1054 

onda-a e onda-b que foi primeiramente descrito por Henkes em 1953 em pacientes 1055 

que apresentavam oclusão da artéria central da retina. 1056 

 1057 

 1058 

 1059 

 1060 

 1061 

 1062 

  1063 

 1064 

 1065 

 1066 

 1067 

 1068 

 1069 

                         Figura 3: esquema das ondas a e b do eletrorretinograma. 1070 
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2.9 Eletrorretinograma e enfermidades 1073 

 1074 

A eletrorretinograma é o exame utilizado para confirmação da perda das 1075 

células fotorreceptoras da retina (CULLEN; GRAHN, 2002). Na medicina, é usada 1076 

tanto pra diagnosticar como para avaliar a progressão de degenerações da retina, 1077 

intoxicações, e, no caso de pacientes diabéticos, para diagnosticar e acompanhar a 1078 

retinopatia proliferativa e não prolierativa (MARMOR et al., 2003). Sendo importante 1079 

porque alterações no padrão do ERG podem preceder alterações de fundo de olho 1080 

em algumas doenças (BEREZOVSKY et al., 2005).  1081 

O diabetes melitus tipo dois, no qual, alguns pacientes apresentaram alguns 1082 

componentes alterados no eletrorretinograma de campo total com fundo de olho 1083 

normal, diminuição da amplitude da onda b e dos potenciais oscilatórios e aumento 1084 

das latências (GUALTIERI, 2004). Reduções de amplitudes e aumento de latência 1085 

também foram encontradas no eletroerretinograma multifocal (GUALTIERI, 2009). 1086 

Em ratos diabéticos, Sakai et al. (1995), observaram que a amplitude e o pico 1087 

de latência das ondas a e b não diferenciaram daquelas do grupo controle, no 1088 

entanto, apresentaram uma amplitude significativamente menor do potencial 1089 

oscilatório. 1090 

A catarata, a qual é responsável pela principal causa de cegueira em cães em 1091 

diferentes idades, principalmente da raça poodle (ADKINS; HENDRIX, 2005). Nesta 1092 

enfermidade, ocorre a impossibilidade para a oftalmoscopia e detecção de qualquer 1093 

anormalidade no segmento posterior, fazendo com que o eletrorretinograma se torne 1094 

uma ferramenta indispensável (SAFATLE et al., 2010). Pesquisas em cães 1095 

demonstraram que quanto mais jovem, maiores são as amplitudes e quanto mais 1096 

velhos menores são as amplitudes de respostas (NARFSTRÖM et al., 2002). 1097 

Na retinopatia diabética, o resultado do exame de eletrorretinograma pode ser 1098 

afetado logo no início do diabetes mellitus. Sendo, o conhecimento do início do 1099 

tratamento da retinopatia diabética e o monitoramento dos seus efeitos através 1100 

deste exame necessários para detectar as alterações subclínicas desta enfermidade 1101 

(PALMOWSKI et al., 1997). 1102 

Para pacientes diabéticos com retinopatias, a magnitude do atraso de tempo 1103 

no eletrorretinograma correlaciona-se com a gravidade da retinopatia diabética e 1104 
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localizações anormais do mesmo está correlacionado espacialmente com 1105 

anormalidades anatômicas (GREENSTEIN et al., 2000). 1106 

A capacidade de prever locais na retina de futuras retinopatias baseados em 1107 

eletrorretinogramas, oferece aos médicos uma ferramenta poderosa para tratamento 1108 

profilático precoce do tecido da retina em pacientes diabéticos, auxiliando também a 1109 

identificação de populações de riscos (BEARSE et al., 2006). 1110 

 1111 

2.10 Estresse oxidativo e diabetes  1112 

 1113 

O estresse oxidativo (EO) pode ser definido como um desequilíbrio 1114 

persistente entre a produção de espécies moleculares altamente reativas 1115 

(principalmente oxigênio e nitrogênio) e defensores antioxidantes (ROSEN et al., 1116 

2001). Ele é o resultado do aumento do conteúdo de espécies reativas ao oxigênio 1117 

(ROS) e/ou espécies reativas ao nitrogênio (RNS) (EVANS et al., 2003). Exemplos 1118 

de ROS incluem os superóxidos, o radical hidroxila e o peróxido de hidrogênio 1119 

(ROSEN et al., 2001). As ROS, induzem injúria endotelial, modificação oxidativa das 1120 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e indução de genes sensíveis ao redox 1121 

incluindo proteínas quimioatrativas de monócitos 1 e moléculas de adesão, tais 1122 

como moléculas de adesão de células vasculares (CREAGER et al., 2003). 1123 

O EO pode ser amplificado pelo ciclo auto-catalítico de estresse metabólico, 1124 

dano tecidual e morte celular, os quais conduzem a um aumento simultâneo na 1125 

produção de radicais livres e comprometimento do mecanismo inibidor, o que agrava 1126 

ainda mais essa situação (BAYNES, 1991). 1127 

Ele desempenha um papel primordial no desenvolvimento das complicações 1128 

do diabetes, ambos a nível microvascular e cardiovascular (GIACCO; BROWNLEE, 1129 

2010). As anormalidades metabólicas do diabetes causam superprodução 1130 

mitocondrial de superóxido nas células endoteliais dos pequenos e grandes vasos e 1131 

também no miocárdio (GIACCO; BROWNLEE, 2010). 1132 

O aumento da produção de superóxido causa a ativação das cinco principais 1133 

vias envolvidas nessa patogênese que são: via de fluxo poliol, aumento da formação 1134 

de produtos finais de glicação avançada (AGES), aumento da expressão de 1135 

receptores para AGES e ativação do seu ligante, ativação de isoformas da proteína 1136 

C quinase (PKC) e hiperatividade da via hexosamina e, concomitantemente, são 1137 
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inativadas duas enzimas antiateroscleróticas: o óxido nítrico sintase endotelial e a 1138 

sintetase prostaciclina (GIACCO; BROWNLEE, 2010). 1139 

Várias linhas de pesquisa concordam que esses cinco mecanismos são 1140 

ativados por um evento chave: superprodução mitocondrial de espécies reativas ao 1141 

oxigênio (BROWNLEE, 2005). Na microcirculação dos diabéticos, isso é 1142 

consequência da hiperglicemia intracelular. Ao contrário, na macrovasculatura e no 1143 

coração parece ser consequência do aumento da oxidação dos ácidos graxos em 1144 

que resulta na deterioração da função das células β e em parte da via de resistência 1145 

à insulina (GIACCO; BROWNLEE, 2010; POITOUT; ROBERTSON, 2002). 1146 

Estudos também têm relatado que a hiperglicemia tem implicado na ativação 1147 

de vias bioquímicas adicionais, incluindo a via de sinalização ativada por estresse do 1148 

fator nuclear Kb (NF-kB), a  via da proteína quinase ativada por estresse jun quinase 1149 

NH2-terminal (JNK/SAPK) e a via da proteína quinase ativada por mitógeno p-38 1150 

(MAP) (BARNES; KARIN, 1997; KYRIAKIS; AVRUCH, 1996). 1151 

A via (NF-kB), desempenha um papel chave na resposta imune, inflamatória e 1152 

na apoptose (EVANS et al., 2003). Ela regula a expressão de um grande número de 1153 

genes, incluindo vários ligados as complicações do diabetes como por exemplo o 1154 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o receptor para AGES 1155 

(MOHAMED et al., 1999). Regulação inadequada desta via está relacionada com 1156 

doenças crônicas como o diabetes e a aterosclerose (EVANS et al., 2003). 1157 

Estudos em células endoteliais de bovinos mostraram que a exposição à 1158 

hiperglicemia aumenta a produção intracelular de espécies reativas ao oxigênio 1159 

seguida pela ativação do NF-kB (NISHIKAWA et al., 2000). 1160 

Consequentemente,ocorre o aumento nos níveis de sorbitol, AGE e PKC. Portanto, 1161 

o efeito da hiperglicemia na formação de ROS e na ativação de NK-kB precede a 1162 

estimulação de outros sistemas( EVANS et al., 2003). 1163 

As vias JNK/SAPK e a MAPK p38 são conhecida como quinase ativadora de 1164 

estresse, sendo responsável por uma variedade de estímulos indutores do estresse 1165 

endógeno e exógeno como por exemplo a hiperglicemia, o estresse osmótico as 1166 

citocina pro-inflamatórias, irradiação ultravioleta, ROS, choque térmico e irradiação 1167 

ultravioleta (HO et al., 2000; NATARAJAN et al., 1999). A via MAPK p38 é ativada 1168 

em resposta a hiperglicemia e ao diabetes. Aumento nos níveis de MAPK p38 e 1169 

JNK/SAPK tem sido relatado em tecido nervoso de pacientes com diabetes tipo um 1170 
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e diabetes tipo dois, no entanto, seu papel na fisiopatologia não tem sido 1171 

estabelecido (PURVES et al., 2001) 1172 

Estresse oxidativo crônico ou excessivo pode interferir com a função normal 1173 

dos tecidos afetados pela hiperglicemia diabética, tanto pelo aumento do fluxo 1174 

sanguíneo e distúrbio na hemodinâmica da retina (KOWLURU; KENNEDY, 2001), 1175 

quanto pela contratilidade da vasculatura do músculo liso (SHARPE et al., 1998) e 1176 

diminuição da condutividade neural nos nervos periféricos (HOUNSOM et al., 2001).   1177 

Estudos têm comparado a retinopatia diabética a doenças inflamatórias crônicas de 1178 

baixo nível, em que os capilares da retina tornam-se não perfundidos e isquêmicos e 1179 

o número de trombos de plaqueta de fibrina elevados (JOUSSEN et al., 2001).  1180 

Um mecanismo patogênico associado ao diabetes e à hiperglicemia seria a 1181 

desregulação dos níveis de espécies ativas de oxigênio, especialmente do radical 1182 

superóxido (GOTTLIEB et al., 2009). No caso, a hiperglicemia induziria um processo 1183 

de superprodução de superóxido pela cadeia de transporte de elétrons da 1184 

mitocôndria. Quando ocorre aumento na diferença de potencial eletroquímico 1185 

(gradiente de próton) produzida na membrana interna da mitocôndria, o tempo de 1186 

vida das moléculas que levam à produção do ânion superóxido também aumenta. 1187 

Este prolongamento na manutenção destas moléculas tem como consequência a 1188 

elevação nos níveis de superóxido (GOTTLIEB et al., 2009). 1189 

Deste modo, a hiperglicemia induz a uma grande produção do ânion 1190 

superóxido, o qual causa estresse oxidativo. Assim, parece que o estresse oxidativo 1191 

promove um ambiente favorável para o desenvolvimento do diabete e vice versa, 1192 

uma vez que hiperglicemia aumenta esse fator, o que pode levar à aterosclerose 1193 

(GOTTLIEB et al., 2009). Além disso, o EO contribui para aterogênese induzindo a 1194 

lipoperoxidação e a expressão de várias citoquinas e moléculas de adesão 1195 

(GOTTLIEB et al., 2009). 1196 

Muitas fontes de ROS contribuem para o aumento do estresse oxidativo, no 1197 

entanto NADPH oxidase e suas subunidades catalíticas é a única família de enzimas 1198 

conhecidas dedicada exclusivamente à produção de ROS (LALEU et al., 2010; 1199 

JIANG et al., 2012). Além disso, suas isoformas estão aumentadas na presença de 1200 

glicose elevada, tornando este família de enzimas um excelente candidato para 1201 

serem tratadas nas desordens vasculares do diabetes (AOYAMA et al., 2012). 1202 

Várias isoformas da NADPH oxidase estão presentes na vasculatura, a 1, a 2, a 4, e 1203 



46 
 

a 5. Estas isoformas foram propostas para desempenhar um papel importante na 1204 

fisiopatologia vascular, induzindo tanto a inflamação quanto fibrose (SOURRIS et al., 1205 

2010). 1206 

A consequência mais estudada do estresse oxidativo é a peroxidação lipídica 1207 

(LEITE; SARNI, 2003). Ela pode ser definida como uma cascata de eventos 1208 

bioquímicos resultantes da ação dos radicais livres sobre os lípides insaturados das 1209 

membranas celulares, gerando principalmente radicais alquilas, alcoxilas e peroxilas, 1210 

levando à destruição de sua estrutura, falência dos mecanismos de troca de 1211 

metabólitos e, numa condição extrema, morte celular (BENZIE, 1996).   1212 

A formação de radical peroxil danifica diretamente a membrana celular por 1213 

modificações em sua fluidez, permeabilidade e integridade. Para a avaliação desse 1214 

evento o método mais frequente utilizado é a medida de substâncias reativas ao 1215 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) (LEITE; SARNI, 2003). Níveis elevados de TBARS têm 1216 

sido identificados em pacientes críticos com sepse e falência de múltiplos órgãos 1217 

(LEITE; SARNI, 2003). Além disso, ela desempenha um importante papel na 1218 

aterosclerose e complicações do diabetes mellitus (JAIN; LEVINE, 1990). 1219 

A defesa do organismo contra espécies reativas ao oxigênio vai desde a 1220 

prevenção à formação das ROS, interceptação dos radicais formados, a reparo das 1221 

células danificadas (ROSA, 2013). Os sistemas que previnem a formação são 1222 

considerados biomoléculas ligantes de metais (Fe2+ e Cu+), ou seja, são quelantes 1223 

(ROSA, 2013). A presença de proteínas quelantes é de vital importância para os 1224 

seres vivos, pois previne as células de processos oxidativos catalisados por íons 1225 

metálicos (ROSA, 2013). 1226 

As enzimas que controlam os níveis de ROS são Glutationa peroxidase 1227 

(GPx), Superóxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT), sendo sua ação a 1228 

desativação das espécies reativas de forma a impedir a oxidação posterior de outras 1229 

moléculas (ROSA, 2013). A desativação final de um composto com um ou mais 1230 

elétrons não emparelhados consiste na formação de outro produto não radical 1231 

(ROSA, 2013). O antioxidante mais eficiente deve combinar propriedades como 1232 

reagir com radicais livres tais como o peroxil (ROO) e posteriormente reagir com 1233 

compostos hidrossóluveis para sua própria regeneração (HALLIWELL, 2007). Os 1234 

compostos hidrossolúveis transferem a função radical para longe do sítio-alvo 1235 

potencial e são chamados de “scavenger” de radicais livres (HALLIWELL, 2007). 1236 
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A glutationa (GSH) é uma molécula ubíqua produzida intracelularmente em 1237 

todos os ógãos e tipos celulares, porém, mais abundante no fígado e pulmões 1238 

(MONTEIRO, 2012). Em torno de 85 a 90% estão livremente distribuídos no 1239 

citoplasma, no entanto podem estar também compartimentalizados em organelas 1240 

como mitocôndrias, peroxissomos, matriz nuclear, e retículo endoplasmático 1241 

(MONTEIRO, 2012). Como maior antioxidante intracelular do organismo, a depleção 1242 

do GSH pode ser tanto causa como pré-requisito para formação de ROS (FRANCO 1243 

et al., 2007).  1244 

Ela é um tripeptídeo composto pelos aminoácidos glutamina, cisteína e 1245 

glicina. Sua síntese requer a ação consecutiva de duas enzimas a γ-glutamilcisteína 1246 

(γ-CGS) e a glutationa sintetase (GSS) (MONTEIRO, 2012). A GSH também pode 1247 

ser sintetizada por meio de vias de recuperação que envolvem seu catabolismo ou 1248 

por intermédio de reciclagem após sua oxidação pela enzima glutationa redutase 1249 

(FRANCO et al., 2007). Além disso, ela detoxifica uma série de compostos por meio 1250 

da enzima glutationa S-transferase (GST) e das glutationas peroxidases (GPXs) 1251 

(MONTEIRO, 2012). 1252 

Estudos mostraram que o DM causa profundas alterações no metabolismo e 1253 

transporte do GSH, que medeia o estado redox da célula (MONTEIRO, 2012). 1254 

Diversas complicações do diabetes mellitus como lesões nervosas periféricas, 1255 

malformações fetais e angiopatias têm sido associado à depleção do GSH e, 1256 

consequentemente a formação de substâncias reativas ao oxigênio (FRANCO et al., 1257 

2007). Além disso, foi demonstrado que sua com concentração apresentou-se 1258 

diminuída em pacientes com DM e complicações microvasculares, correlacionando-1259 

se diretamente com o controle glicêmico (DINCER; ALADEMIR; ILKOVA, 2002). 1260 

Estudos em humanos sugeriram que terapia antioxidante com vitamina E 1261 

podem normalizar a hemodinâmica da retina, conhecido por ser afetado na pré-1262 

clínica da retinopatia e também pode ser importante terapeuticamente na alteração 1263 

do curso da retinopatia diabética (CLERMONT, 1998). Estudos in vitro com modelo 1264 

animal de diabetes têm mostrado que antioxidantes, especialmente o ácido α lipóico 1265 

melhora a sensibilidade a insulina (MADDUX et al., 2001; PACKER et al., 2000). 1266 

Kowluru et al. (2001), em estudo com ratos diabéticos que receberam dieta 1267 

suplementada com antioxidante durante longo tempo (entre 12 e 18 meses), 1268 
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mostraram que houve uma inibição dos estágios iniciais da retinopatia diabética e os 1269 

mecanismos pelo qual ela age.  1270 

Vários ensaios clínicos embora pequenos e de curta duração, também 1271 

demonstraram que o tratamento com vitamina E, vitamina C ou glutationa melhora a 1272 

sensibilidade à insulina em indivíduos com resistência à insulina e ou pacientes com 1273 

diabetes tipo dois (EVANS; GOLDFINE, 2000). No entanto, de acordo com Ozguner; 1274 

Bardak; Comlekci (2006) o tratamento com melatonina na dosagem de 100µg Kg-1 1275 

em ratos submetidos à radiação eletromagnética reduziu o estresse oxidativo na 1276 

retina. Isso demonstra que a melatonina pode ser um hormônio promissor para o 1277 

tratamento de doenças oculares associadas ao diabetes. Assim, há a necessidade 1278 

de desenvolvimento de modelos experimentais que possam investigar o mecanismo 1279 

de ação da melatonina nas patologias oculares, principalmente na retinopatia 1280 

diabética. 1281 

 1282 

2.11. Citocinas inflamatórias envolvidas na retinopatia diabética 1283 

 1284 

 A patogênese do diabetes mellitus é vista como um processo multifatorial 1285 

(CHERNYKH et al., 2014). Essa patogenicidade ocasiona distúrbios metabólicos 1286 

vasculares locais e sistêmicos as quais levam ao aparecimento de lesões na visão 1287 

(CHERNYKH et al., 2014).   1288 

  A literatura mostra que pacientes com RD apresentaram ativação de reações 1289 

inflamatórias, violação do estado funcional do sistema imune e também desequilíbrio 1290 

nos processos de intercelulares indutores de citocinas, matriz de metaloproteinase, 1291 

fatores de crescimento e outros elementos (KHODJAEV et al., 2011). Identificar 1292 

essas desordens indica sua absoluta importância na patogênese da RD 1293 

(KHODJAEV et al., 2011). 1294 

 A inflamação crônica é caracterizada por aumento da permeabilidade 1295 

vascular, edema, infiltração celular, liberação de citocinas, destruição tissular, 1296 

neovascularização e tentativa de reparo (SERRARBASSA; DIAS; VIEIRA, 2008). A 1297 

retinopatia diabética exibe a maioria destas alterações. A micróglia está intimamente 1298 

associada com neurônios que exprimem moléculas que regulam negativamente a 1299 

ativação microglial através de seus respectivos receptores. Logo, uma alteração 1300 

dessa regulação durante o estresse poderia ativar a microglia para produzir citocinas 1301 



49 
 

inflamatórias (SCHRODER; PALINSKI; SCHMID-SCHONBEIN, 1991). A microglia 1302 

ativada produz substâncias que induzem a adesão de moléculas, as quais podem 1303 

promover o acúmulo de neutrófilos no endotélio induzindo o extravasamento de 1304 

macrófagos (CAICEDO et al., 2005).   1305 

 Os processos fisiológicos de reparo que auxiliam as células retinianas a 1306 

sobreviverem ao estresse incluem a liberação aumentada de diversos fatores de 1307 

crescimento e citocinas, incluindo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), 1308 

IGF-1, interleucina-1 e fator de necrose tumoral (TNF) (SERRARBASSA; DIAS; 1309 

VIEIRA, 2008). Estas proteínas que têm sido implicadas no desenvolvimento da RD, 1310 

também provêem funções neurotróficas para apoiar a sobrevivência das células da 1311 

retina (GARIANO; GARDNER, 2005). O aumento da liberação de citocinas pode 1312 

servir como uma função adaptativa para manter a função neuronal mas, ao mesmo 1313 

tempo se a liberação for exagerada, causa dano vascular progressivo resultando em 1314 

edema macular e neovascularização (GARIANO; GARDNER, 2005). Assim, este 1315 

ciclo vicioso perpetua tanto o dano vascular como o neural e culmina nas 1316 

características clinicas da RD (ANTONETTI et al., 2006).  1317 

 1318 

        2.11.1. Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 1319 

 1320 

 O VEGF pertence a um grupo de glicoproteínas diméricas que inclui o fator de 1321 

crescimento placentário (PLGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, e 1322 

VEGF-F (CAPP et al., 2009). O VEGF-A é uma citocina potente e multifuncional que 1323 

exerce seu efeito no endotélio, sendo o mais bem estudado e compreendido 1324 

(FERRARA; DAVIS-SMYTH, 1997). O VEGF-B está envolvido na angiogênese 1325 

embrionária, especificamente no tecido do miocárdio (GOLOGORSKY; THANOS; 1326 

VAVVAS, 2012). O tipo C é o principal fator originador da vasculatura linfática, e o 1327 

VEGF-D é necessário para o desenvolvimento da vasculatura linfática bronquiolar 1328 

(GOLOGORSKY; THANOS; VAVVAS, 2012). O tipo E é achado em vírus e o PLGF 1329 

é importante na vasculogênese, além de desempenhar um papel na angiogênese 1330 

como na isquemia induzida, bem como na inflamação e a cicatrização de feridas 1331 

(GOLOGORSKY; THANOS; VAVVAS, 2012). 1332 

 Essa citocina atua direta e seletivamente através dos receptores VEGFR-1 e 1333 

VEGFR-2, expressados predominantemente, no endotélio vascular (DVORAK et al., 1334 
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1995). A ligação do VEGF a esses receptores causa influxo de cálcio citoplasmático, 1335 

aumentando sua concentração em até quatro vezes, mudança da forma, divisão e 1336 

migração celular (DAWSON et al., 2006). Esse aumento da permeabilidade das 1337 

vênulas às macromoléculas permite que proteínas plasmáticas extravasem para o 1338 

espaço extravascular, levando a coagulação do fibrinogênio e deposição de gel de 1339 

fibrina que serve como matriz provisória para o crescimento de novos vasos 1340 

sanguíneos (FERRARA, 2004). O aumento da permeabilidade microvascular parece, 1341 

invariavelmente, preceder e/ou acompanhar a angiogênese numa variedade de 1342 

processos fisiológicos e patológicos, fazendo com que o VEGF seja um importante 1343 

mediador de angiogênese (NAGY et al., 2008).   1344 

 Michaelson em 1948 postulou a existência de um fator angiogênico difusível, 1345 

liberado pela retina isquêmica. Por ser induzido por hipóxia, o VEGF tornou-se um 1346 

forte candidato como mediador de neovascularização intraocular patológica 1347 

(VALIATTI et al., 2011).   Além disso, em pacientes com diabetes mellitus e 1348 

retinopatia diabética proliferativa, foram observado que essa citocina apresentava 1349 

níveis maiores no humor aquoso e vítreo do que no plasma, o que possivelmente 1350 

está relacionado com a atividade da RD (FUNATSU et al., 2002).    1351 

 O aumento dos níveis de VEGF ocular na RD só reforça o papel da 1352 

neovascularização no curso desta doença (GOLOGORSKY; THANOS; VAVVAS, 1353 

2012). Terapias anti-VEGF tem sido alvo de numerosas drogas e ensaios clínicos 1354 

para o tratamento da retinopatia diabética proliferativa (RDP) e edema de macula 1355 

diabético (GOLOGORSKY; THANOS; VAVVAS, 2012). 1356 

 1357 

         2.11.2. Interleucina 6 (IL-6) e Fator de necrose tumoral (TNF-α) 1358 

 1359 

 Estudos também têm demonstrado significante aumento nas concentrações 1360 

IL-6 e TNF-α em pacientes com RDP. Estas observações confirmam a natureza 1361 

inflamatória e imunológica da fisiopatologia dessa enfermidade (GOLOGORSKY; 1362 

THANOS; VAVVAS, 2012).   1363 

 Isto é significativo, porque o TNF- α desempenha um importante papel na 1364 

neovascularização e reatividade vascular, em adição as suas atividades pró-1365 

inflamatórias. Ela também está diretamente envolvida na inflamação por meio de 1366 
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uma indução de citocinas, envolvimento em quimiotaxia de monócitos, e estimulação 1367 

de moléculas de adesão no endotélio da retina (ELNER et al., 1997). 1368 

 TNF-α é produzido principalmente por macrófagos, monócitos e células T 1369 

(DONG et al., 2007). Ela desencadeia a via extrínseca da apoptose e age através 1370 

dos seus dois receptores primários, TNFR1 (P55) e TNFR2 (p75) (BERGER et al., 1371 

2008). Além disso, ela tem um papel significante na função e morfologia nos danos 1372 

da retina após injúria isquêmica, agindo através dos seus receptores (MARCHETTI 1373 

et al., 2004).   1374 

 A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina com atuação tanto na resposta imune 1375 

inata como na adaptativa (GOMES; NETO; BISPO, 2009). Ela é sintetizada por 1376 

monócitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a 1377 

microrganismos e também à estimulação por outras citocinas, principalmente 1378 

interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF- α) (SOUZA et al., 2008).  1379 

 Além disso, a IL-6 se constitui em um importante marcador inflamatório, tal 1380 

como seu receptor (gp 130), é amplamente expresso durante reações inflamatórias 1381 

produzindo efeitos indesejáveis em vários órgão (TONET et al., 2008).  1382 

 Essa citocina normalmente é expressa em baixos níveis, exceto durante 1383 

infecção, trauma ou outros fatores estressantes (SOUZA et al., 2008). Entre os 1384 

vários fatores que regulam a expressão do gene da IL-6, estão o estrógeno e a 1385 

testosterona (GOMES; NETO; BISPO, 2009). Após a menopausa ou a andropausa, 1386 

os níveis de IL-6 são elevados mesmo na ausência de infecção, trauma ou estresse 1387 

(ERSHLER; KELLER, 2000). A própria hiperglicemia característica da intolerância à 1388 

glicose tem relação com a síntese imediata de marcadores como a IL-6, com 1389 

variações nos níveis séricos positivamente relacionados e com aumentos mais 1390 

significativos na hiperglicemia em pulsos, situação comum no diabético (SOUZA et 1391 

al., 2008).  Chernykh e colaboradores 2014, relataram que a concentração de IL-6 1392 

no vítreo de pacientes com deslocamento de retina e retinopatia diabética 1393 

proliferativa, foi significativamente maior (1,9 vezes), do que o índice de doentes 1394 

sem sinais de RDP. No entanto, o papel da IL-6 no tecido nervoso é intrigante uma 1395 

vez que tanto aumenta o dano agudo, aumentando a inflamação neural, quanto 1396 

fornece neuroproteção, promovendo a expressão de fatores neurotróficos (SUZUKI; 1397 

TANAKA; SUZUKI, 2009). 1398 

 1399 
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar a ação da melatonina quando administrada 2189 

simultaneamente e após indução ao diabetes, sobre o estresse oxidativo (retina e pâncreas), 2190 

histopatologia e atividade elétrica da retina em ratos com retinopatia diabética. Utilizou-se 50 2191 

ratos divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem indução ao diabetes pela 2192 

estreptozotocina; GD: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e tratados com 2193 

placebo; GDM: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e após confirmação do 2194 

diabetes tratados com melatonina na dosagem de 10 mg/kg de peso corporal durante 20 dias; 2195 

GDMS: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozoticina e simultaneamente tratados com 2196 

melatonina na dosagem de 10mg/kg durante 20 dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela 2197 

estreptozotocina e após confirmação do diabetes tratados com insulina durante 20 dias. O 2198 

diabetes foi induzido pela administração intraperitoneal de estreptozotocina (60 mg/kg), e a 2199 

insulina (5 U/dia) foi administrada via subcutânea. O estresse oxidativo pancreático foi 2200 

avaliado através da peroxidação lipídica e níveis de glutationa reduzida. Para retina foi 2201 

avaliado a produção de ânion superóxidos e atividade elétrica. Os resultados mostraram que 2202 

as retinas do grupo diabético apresentaram desorganização das camadas retinianas, 2203 

microaneurismas, tortuosidades e dilatação vascular, no entanto, exceto no eletrorretinograma, 2204 

a melatonina melhorou todos os parâmetros analisados isso porque ela atuou de forma a 2205 

diminuir o processo inflamatório e regulou os mecanismos que ocasionaram estresse 2206 

oxidativo. Assim, concluímos que a melatonina pode ser um importante fator coadjuvante no 2207 

tratamento da retinopatia diabética principalmente quando administrada simultaneamente à 2208 

indução do diabetes. 2209 

 2210 

 2211 

Palavras chave: Eletrorretinograma, estresse oxidativo, melatonina, ratos, retinopatia 2212 

diabética. 2213 
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Abstract: The purpose of this study was to evaluate the effect of melatonin when 2214 

administered simultaneously and after induction of diabetes, on oxidative stress (retina and 2215 

pancreas), histopathology and electrical activity of the retina in mice with diabetic 2216 

retinopathy. We used 50 rats divided into the following groups: GC: no induction mice 2217 

diabetes by streptozotocin; GD: rats induced by streptozotocin diabetes and treated with 2218 

placebo; GDM: rats by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated 2219 

with melatonin at dosage of 10 mg / kg body weight for 20 days; GDMS: mice induced by 2220 

streptozotocine diabetes and simultaneously treated with melatonin at a dose of 10mg / kg for 2221 

20 days; GDI: rats by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated 2222 

with insulin for 20 days. Diabetes was induced by intraperitoneal administration of 2223 

streptozotocin (60 mg / kg) and insulin (5 U / day) was administered subcutaneously. The 2224 

pancreatic oxidative stress was evaluated by lipid peroxidation and reduced glutathione levels. 2225 

To retina was evaluated the production of superoxide anion and electrical activity. The results 2226 

showed that the retinas of diabetic group showed disorganization of retinal layers, 2227 

microaneurysms, tortuosity and vascular dilation, however, except in the electroretinography, 2228 

melatonin improved all parameters analyzed because she acted in order to reduce the 2229 

inflammatory process and regulated the mechanisms that caused oxidative stress. Thus, we 2230 

concluded that melatonin may be an important contributing factor in the treatment of diabetic 2231 

retinopathy especially when administered simultaneously to the induction of diabetes. 2232 

 2233 

 2234 

 2235 

 2236 

Keywords: Electroretinogram, oxidative stress, melatonin, mice, diabetic retinopathy2237 
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Introdução 2238 

 2239 

A retinopatia diabética faz parte das complicações microvasculares do diabetes, 2240 

associada à longa duração da doença e ao controle glicêmico inadequado (ALVES et al., 2241 

2014). Ela é uma microangiopatia que afeta pequenos vasos da retina, arteríolas, capilares e 2242 

vênulas, sendo a lesão vascular a principal causa das complicações que são observadas na 2243 

retina devido ao acúmulo de proteínas glicadas nos tecidos quando a glicose encontra-se em 2244 

concentrações elevadas (MORENO; LOZANO; SALINAS 2013). 2245 

Em pacientes diabéticos, as lesões celulares e teciduais podem ser provocadas por um 2246 

aumento na concentração de espécies reativas ao oxigênio ou nitrogênio e isto está 2247 

relacionado a alterações bioquímicas em lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, modificando a 2248 

homeostase e função celular, responsáveis pelas alterações fisiopatológicas e complicações 2249 

desta enfermidade (MARITIM; SANDERS; WATKINS 2003). Dessa forma, o estresse 2250 

oxidativo é considerado uns dos principais fatores envolvidos nessa patogênese levando a 2251 

alterações estruturais e funcionais, tais como perda acelerada de células capilares na 2252 

microvasculatura retiniana, aumento na permeabilidade vascular e aumento na formação do 2253 

fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (KOWLURU; CHAN, 2007; KAUR, 2008). 2254 

Assim, a hiperglicemia tem um papel crucial na fase inicial da doença, enquanto que o 2255 

estresse oxidativo aumenta o dano tecidual e as complicações diabéticas ao longo dos anos 2256 

(GIACCO; BROWNLEE 2010). A exposição da vasculatura à hiperglicemia e o aumento dos 2257 

ácidos graxos livres característicos do diabetes mellitus e estados de resistência à insulina 2258 

induzem a produção de superóxidos (CAPELLINE et al., 2010). Todavia, o sistema de defesa 2259 

antioxidante tenta neutralizar os efeitos prejudiciais dessas espécies reativas (HALLIWELL; 2260 

GUTTERIDGE 2007). Outro fator relacionado com o estresse oxidativo é a função da 2261 

NADPH oxidase. Ellis et al. (1998) mostraram que sua atividade é aumentada em ratos 2262 
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diabéticos e que as complicações vasculares ocasionadas pelo estresse são os responsáveis 2263 

pelo aumento desse fator (GRASSI 2003).  2264 

Por outro lado, o sistema antioxidante é responsável por manter o equilíbrio entre as 2265 

substâncias pró-oxidantes e antioxidantes as quais o organismo fica exposto. Esse sistema 2266 

compreende enzimas como a superóxido dismutase, catalase, e a glutationa peroxidase 2267 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE 1999). Inúmeros estudos demonstraram que a administração 2268 

de antioxidantes exógenos e seus subprodutos, podem auxiliar o sistema antioxidante 2269 

endógeno a combater a injúria celular provocada pelas espécies reativas (EREJUWA et al., 2270 

2010; NIXDORF; GUTIERREZ, 2010)  2271 

A melatonina tem demonstrado ser um potente antioxidante e sequestrador de radicais 2272 

livres (BONNEFONT-ROUSSELOT; COLLINS 2010). Além disso, ela estimula a expressão 2273 

de enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase e a glutationa peroxidade (REITER et 2274 

al., 2001; BAYDAS et al., 2001), ademais, ela está envolvida no controle dos ritmos 2275 

biológicos (ARENDT, SKENE 2005), na regulação da reprodução (REITER et al., 2009) e na 2276 

imunomodulação (GUERRERO; REITER 2002). Pesquisas mostraram que a melatonina 2277 

reduziu danos na córnea de animais com diabetes induzidos por estreptozotocina (MEHMET 2278 

et al., 2008), e, em um modelo de isquemia induzida, ela bloqueou a apoptose em células do 2279 

epitélio pigmentar mantidas em cultura (OSBORNE et al., 1998).  2280 

Sabendo-se que a melatonina é conhecida por ser um dos maiores antioxidantes 2281 

naturais, a presente pesquisa teve o objetivo de testar a hipótese de que a melatonina exógena 2282 

pode neutralizar os efeitos adversos promovidos pelo estresse oxidativo na retinopatia 2283 

diabética. 2284 

 2285 

 2286 
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2. Materiais e Métodos 2287 

 2288 

Foram utilizados 50 ratos machos albinos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem 2289 

Wistar, com 90 dias de idade, pesando em torno de 300 ± 30g, procedentes do Biotério do 2290 

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de 2291 

Pernambuco. Para isto, este projeto foi submetido ao comitê de ética institucional e aprovado 2292 

sob número de protocolo 23082.022.699/2013 e licença N° 011/2014. Esses animais foram 2293 

mantidos em gaiolas, com alimentação e água ad libitum, na temperatura de 22 ± 1ºC e 2294 

iluminação artificial que estabeleceram um fotoperíodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, 2295 

considerando o período de luz das 06:00 às 18:00h. Os animais foram divididos ao acaso em 5 2296 

grupos, cada um com 10 animais: GC: ratos sem indução ao diabetes pela estreptozotocina; 2297 

GD: ratos com diabetes induzidos pela estreptozotocina e tratados com placebo; GDM: ratos 2298 

induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e após confirmação do diabetes (7° dia) tratados 2299 

com melatonina na dosagem de 10 mg/kg de peso corporal durante 20 dias; GDMS: ratos 2300 

induzidos ao diabetes pela estreptozoticina e simultaneamente tratados com melatonina na 2301 

dosagem de 10 mg/kg de peso corporal durante 20 dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela 2302 

estreptozotocina e após confirmação do diabetes tratados com insulina durante 20 dias. 2303 

 2304 

2.1 Indução do diabetes 2305 

 2306 

O diabetes foi induzido pela administração intraperitoneal de solução de 2307 

estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) após jejum alimentar de 14 horas e confirmado 2308 

no sétimo dia após a aplicação. A estreptozotocina foi diluída em tampão citrato de sódio a 10 2309 

mM e pH 4,5, na dosagem única de 60 mg/kg de peso do animal. Os animais não diabéticos 2310 
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(grupo controle) receberam da mesma forma, doses equivalentes de solução salina e 2311 

decorridos 30 minutos da administração todos os animais foram alimentados normalmente 2312 

(DALL’AGO et al., 2002). Foram incluídos no estudo apenas animais que apresentaram 2313 

glicose sanguínea acima de 200 mg/dL (Glicosímetro Kit Accu-Chek Activ), exceto do grupo 2314 

controle, para início do tratamento com a melatonina ou insulina.  2315 

 2316 

2.2 Administração da melatonina  2317 

 2318 

A administração da melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado por meio de 2319 

injeções subcutânea no início da noite (18:00) durante 20 dias (GUVEN et al., 2006) na 2320 

dosagem de 10 mg/kg (SUDNIKOVICH et al., 2007). A melatonina foi dissolvida em etanol 2321 

e diluída em salina na proporção de 1:9 (OZGUNER; BARDAK; COMLEKCI 2006). 2322 

 2323 

2.3 Administração de insulina 2324 

 2325 

A insulina foi administrada por via subcutânea durante 20 dias, na dose de 5 U/dia, 2326 

sendo duas unidades de insulina às 10 h e 3 unidades restantes às 19 h (PINHEIRO et al., 2327 

2011).  2328 

 2329 

2.4 Dosagem de insulina 2330 

 2331 
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As amostras de sangue foram coletadas nos períodos antes da indução, 10 e 20 dias após 2332 

tratamento. Para isso, os ratos foram imobilizados em contensor mecânico e o sangue coletado 2333 

por punção da veia caudal lateral com uso de cateter (24G) (PEREIRA 2001). Após 2334 

centrifugação refrigerada, o plasma foi acondicionado em microtubos, em duplicata, e 2335 

congelado a -20°C até o momento das dosagens (TEIXEIRA et al., 2004). A insulina 2336 

plasmática foi determinada pelo método de ELISA utilizando "kit" comercial específico para 2337 

rato (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA - EUA). 2338 

 2339 

2.5 Exame histopatológico da retina 2340 

 2341 

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 2342 

(80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via intramuscular e em seguida foi feita a enucleação 2343 

do olho direito, no qual foi feita uma incisão na córnea para penetração do fixador, após isso 2344 

eles foram eutanasiados com tiopental sódico 100 mg/kg. O material foi fixado em formol 2345 

tamponado por 48 h e posteriormente, processado para inclusão em parafina. Os cortes foram 2346 

submetidos as colorações hematoxilina eosina, para análise histopatológica em microscópio 2347 

de luz, da marca OLYMPUS BX-49. 2348 

 2349 

2.6 Produção de ânions superóxido e atividade da NADPH oxidase 2350 

 2351 

Ânions superóxidos (O2
-
) foram medidos na retina de 5 ratos de cada grupo 2352 

experimental, totalizando 25 amostras. Os tecidos foram homogeneizados em tampão RIPA 2353 

(50 mM de Tris, 150 mM de NaCl, 1mM de EDTA, 1% triton X-100, 1% desoxicolato, SDS a 2354 

1% suplementado com um coquetel inibidor de protease), numa proporção de 1 g de tecido 2355 

para cada 7 mL de volume. O homogeneizado foi centrifugado (NT805, Novatecnica, 2356 
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Piracicaba, SP) a 12000 x g 4°C durante 12 minutos. O sobrenadante foi diluído em tampão 2357 

fosfato salino (PBS, pH 7,4), numa proporção de 1:10 mL. Resumidamente, a solução foi 2358 

aquecida a 37 ºC e quimioluminescência foi medida durante 10 minutos (Varioskan Flash, 2359 

Thermo Scientific, Vantaa, Finlândia), após a adição de 10 µM lucigenina. A 2360 

quimioluminescência foi medida na ausência e na presença de 100 µM de NADPH. Os 2361 

ensaios foram realizados em triplicata (ATTIA et al., 2001). 2362 

 2363 

2.7 Marcadores de estresse oxidativo no pâncreas 2364 

 2365 

O estresse oxidativo pancreático foi avaliado através da mensuração da peroxidação 2366 

lipídica e dos níveis de glutationa reduzida. A peroxidação lipídica foi estimada através da 2367 

medida dos níveis das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (OHKAWA; OHISHI; 2368 

YAGI 1979) enquanto a glutationa reduzida foi determinada através da mensuração de 2369 

grupamentos sulfidrilas não proteicos (SEDLAK; LINDSAY 1968). Para isso, fragmentos do 2370 

pâncreas foram macerados em KCl, 1, 15%, numa proporção de 10 mL/1g, até completa 2371 

homogeneização do material coletado. O homogenato foi transferido para um tubo de ensaio, 2372 

ao qual foi adicionado 2 mL do regente (0,375% ácido tiobarbitúrico e 75% ácido 2373 

tricloroacético) para cada mL da mistura. Os tubos em duplicata foram lacrados e aquecidos 2374 

em banho maria (100 ºC) durante 15 minutos. O sobrenadante foi separado, e a absorbância 2375 

medida a 535 nm (BUEGE; AUST 1978). 2376 

 2377 

2.8 Eletrorretinograma 2378 

 2379 

O sistema utilizado foi o da Nihon Kohdem, Neuropack 2 MEB-7102A/k, com o seu 2380 

sinal digitalizado pelo DATAQ
®

 DI-158U através de um cabo RS232 com três canais. O foto 2381 

estimulador, com uma luz de Light-emitting diode (LED) de cor branca 7000 k e uma 2382 

angulação de 20 °. Os eletrodos utilizados, foram subdérmicos da Ambu
®

 modelo Neuroline 2383 
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subdermal 12x0.40 mm e o eletrodo de córnea da Universo SA, modelo ERG-jet™ 2384 

conectados ao Electrode Junction Box JB-711B do Neuropack 2 MEB-7102A/k. Para a 2385 

realização do exame os animais foram contidos manualmente, e os olhos vedados e mantidos 2386 

em ambiente escuro por 20 minutos para posterior realização dos estímulos em ambiente 2387 

escotópico. Após 15 minutos de adaptação em ambiente com luz vermelha foi feita a sedação 2388 

com sulfato de quetamina (20 mg/Kg) por via intramuscular; passados cinco minutos foi 2389 

instilada colírio anestésico corneal com cloridrato de proximetacaína 0,5% e lubrificação com 2390 

metilcelulose 2%, posteriormente iniciou-se o exame. Os ERGs foram registrados a partir de 2391 

duas colocações monopolares de eletrodos, sendo um colocado 0,5 cm da comissura temporal 2392 

(eletrodo referência) e outro entre os olhos do animal (eletrodo terra). O eletrodo corneal 2393 

monopolar (DTL) ativo foi colocado sobre a córnea do olho a ser examinado. Para o teste de 2394 

bastonetes realizou-se um estimulo luminoso de 100 mcd/m
-2

, com frequência de 0,2 Hz, 2395 

totalizando quatro estímulos. No teste cones mais bastonetes após 10 minutos de adaptação ao 2396 

claro, foi realizado um estimulo luminoso de 3000 mcd/m
-2

 em uma frequência de 0,1 Hz, 2397 

sendo um total de cinco estímulos. Após a adaptação ao ambiente com luz (10 minutos há 2398 

30000 mcd/m
-2

), foram realizados os testes fotópicos, com estimulo luminoso de 3000 mcd/m
-2399 

2
, em uma frequência de 2 Hz, sendo um total de cinco estímulos. Em seguida realizou-se o 2400 

flicker, com estimulo luminoso de 3000 mcd/m
-2

, em uma frequência de 30 Hz. Os resultados 2401 

foram gerados e impressos pelo aparelho utilizado no exame, e avaliados considerando as 2402 

amplitudes em microvolts (µV) e latências (tempo implícito) em milissegundos (ms). O tipo 2403 

de estudo utilizado foi o observacional transversal, com a demonstração do eletrorretinograma 2404 

em ambiente escotópico e fotópico sob o estímulo de luz branca. 2405 

 2406 

2.9 Histoquímica com peroxidade de rábano 2407 

 2408 
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Para demonstração dos vasos da retina, os animais dos grupos experimentais foram 2409 

anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg), em seguida foi administrado 25 2410 

mg de peroxidase de rábano diluído em 0,3 ml de soro fisiológico pela veia cava caudal  e foi 2411 

aguardado 15 minutos para eutanásia e  enucleação dos olhos. A eutanásia foi feita com 2412 

tiopental sódico 100 mg/kg  e os olhos enucleados foram imersos em 0,1 M de PBS (pH 7,2-2413 

7,4). Em seguida, as retinas foram dissecadas como peças inteiras, fazendo quatro radial 2414 

cortes na retina superior, inferior, temporal e nasal. Logo após, elas foram fixadas durante 2415 

uma hora em paraformaldeído a 4%, lavadas em PBS, reagidas com a reação de Hanker-Yates 2416 

modificado (LINDEN; PERRY, 1983). Finalmente, as retinas foram lavadas e montadas com 2417 

lâminas com uma pequena quantidade de uma solução de anti-fading (500 ml Glicerina, 500 2418 

ml Tampão carbonato de sódio e 0,04g P-fenilenodiamino).   2419 

 2420 

2.10 Níveis glicêmicos 2421 

 2422 

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

com o auxílio de um Glicosímetro Kit Accu-Chek Activ, nos momentos antes da indução, 2424 

confirmação do diabetes, 10 e 20 dias das administrações de melatonina ou insulina. 2425 

 2426 

2.11 Análise estatística 2427 

 2428 

Os dados da quantificação dos níveis plasmáticos de insulina, glicose, e os valores 2429 

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

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

 2432 

3. Resultados 2433 
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 2434 

3.1 Níveis glicêmicos 2435 

 2436 

Antes da indução do diabetes os animais de todos os grupos experimentais não 2437 

apresentaram diferenças significativas nos níveis de glicose sanguínea, mostrando valores 2438 

abaixo de 120 mg/dL. Após a indução, todos os animais, com exceção os do grupo controle 2439 

(GC), apresentaram níveis sanguíneos de glicose acima de 300 mg/dL, diferindo 2440 

significativamente deste grupo, confirmando assim o quadro de diabetes. Após 10 e 20 dias de 2441 

tratamento com melatonina ou insulina evidenciou-se que o único grupo que apresentou o 2442 

nível de glicose semelhante ao grupo controle foi o administrado com insulina (GDI). No 2443 

entanto, o grupo GDMS apresentou valor hiperglicêmico significativamente menor que os 2444 

grupos GD e GDM (Tabela 1). Além disso, foi observado que no grupo GDMS os valores da 2445 

glicemia apresentaram numericamente uma tendência ao decaimento quanto maior foi o 2446 

tempo de administração de melatonina.  2447 

 2448 

3.2 Níveis plasmáticos de insulina 2449 

 2450 

A dosagem dos níveis plasmáticos do hormônio insulina revelou que antes da indução 2451 

ao diabetes pela estreptozotocina, todos os ratos apresentaram valores sem diferença 2452 

estatística em relação ao grupo controle (Fig 4A). Entretanto, as amostras de plasma coletadas 2453 

e analisados após 10 e 20 dias das respectivas administrações de melatonina ou insulina, 2454 

observou-se que apesar de um aumento significativo nos valores da insulina plasmática nos 2455 

animais do grupo administrado com melatonina a partir do dia de indução ao diabetes 2456 

(GDMS), apenas o grupo diabético tratado com insulina apresentou valores similares aos dos 2457 

animais do grupo controle, restaurando assim, seus níveis hormonais. (Figs. 4B e 4C). 2458 
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 2459 

3.3 Estresse oxidativo pancreático 2460 

 2461 

A análise tecidual dos níveis de GSH nos grupos tratados com melatonina ou insulina 2462 

foram superiores aos animais do grupo GC e GD. (Fig. 5). Em relação às concentrações 2463 

teciduais dos níveis na peroxidação lipídica pancreática não foram encontradas diferenças 2464 

estatísticas entre os grupos experimentais (Fig. 6). 2465 

 2466 

3.4 Produção de ânions superóxido e atividade da NADPH oxidase na retina 2467 

 2468 

Em relação à produção basal de ânions superóxidos e a atividade da NADPH oxidase, 2469 

observou-se um aumento significativo dessas substâncias apenas no grupo diabético (GD) em 2470 

relação aos demais grupos experimentais (Figs. 7A e 7B). 2471 

 2472 

3.5 Análise histopatológica da retina  2473 

 2474 

Nas fotomicrografias são demonstradas as camadas da retina, tomando como referência 2475 

inicial a porção interna do lado esquerdo, adjacente ao corpo vítreo (CV). Assim, a análise 2476 

histopatológica de amostras de retina de ratos do grupo controle (Fig. 8A) revelou a presença 2477 

de estruturas bem preservadas como a membrana limitante interna (cabeça da seta), camada 2478 

de células ganglionares (g), camada plexiforme interna (pi), camada nuclear interna (ni), 2479 

células amácrinas (setas curtas), camada plexiforme externa (pe), camada nuclear externa 2480 

(ne), camada de bastonetes e cones (bc), epitélio pigmentar (setas tracejadas) e coroide (c). 2481 
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Após exposição à estreptozotocina foi observado que o grupo diabético (Fig. 8B) apresentava 2482 

desorganização da camada nuclear (ne)  e plexiforme externa (pe) com presença de inúmeros 2483 

vacúolos (setas longas), deslocamento seroso da retina (dupla seta) e vasos sanguíneos 2484 

dilatados (asterisco) quadro típico de retinopatia diabética. Porém, após o tratamento com 2485 

insulina (Fig. 8C) e melatonina (Fig. 8D) induziu menor progressão da retinopatia diabética. 2486 

Verificou-se ainda, que no grupo tratado com melatonina simultaneamente (Fig. 8E) houve 2487 

melhor preservação da retina. 2488 

 2489 

3.6 Histoquímica com peroxidase de rábano 2490 

 2491 

Em relação à análise histoquímica com peroxidase de rábano, foi observado que em 2492 

todos os grupos experimentais de uma forma geral, os vasos apresentaram uniformização do 2493 

padrão vascular (Figs. 9A-E). Contudo, os vasos dos animais do grupo diabético GD e do 2494 

grupo tratado com insulina GDI apresentaram microaneurisma e tortuosidades caracterizando 2495 

assim o quadro de retinopatia diabética. Porém, nos animais que receberam melatonina, 2496 

observou-se na retina uma atenuação desses fatores (Figs 10A-E). 2497 

 2498 

3.7 Eletrorretinograma  2499 

 2500 

O exame de eletrorretinograma, em todas as suas formas (Escotópico, Fotópico, Misto e 2501 

Flicker), demonstrou haver diferença estatística apenas na amplitude da onda a do exame da 2502 

mista entre os grupos GC e GD (Figs. 11, 12, 13 e 14), mostrando assim uma possível perda 2503 

na quantidade de fotorreceptores no grupo diabético em relação ao grupo controle. 2504 
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4. Discussão 2505 

Nesse estudo, a análise histopatológica da retina juntamente com a histoquímica com 2506 

peroxidase de rábano mostraram mudanças vasculares típicas de retinopatia diabética como 2507 

tortuosidades e dilatação dos vasos sanguíneos, deslocamento e desorganização das camadas 2508 

retinianas, além de microaneurisma. No entanto, nos animais dos grupos GDM e GDMS a 2509 

administração suplementar de melatonina foi bem sucedida, pois reduziu as alterações 2510 

microvasculares. Isso pode ser devido porque a melatonina é capaz de cruzar membranas 2511 

biológicas (COSTA et al., 1995), e assim alcançar todos os compartimentos sub-celulares 2512 

protegendo-os dos radicais livres (MILLAN-PLANO et al., 2003). Evidenciando assim seu 2513 

caráter antioxidante e neuroprotetor (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2007). Além disso, é 2514 

sabido que lesões causadoras de hipóxia como o diabetes, ocasionam angiogênese e 2515 

impulsionam a produção do VEGF (ANDERSON et al., 2010). Esses neovasos apresentam 2516 

constituição anatômica alterada levando a sangramento, exsudação e reação inflamatória 2517 

(GUIMARÃES; GERENUTTI 2013). No entanto, Alvarez-García et al., (2013) relataram que 2518 

a melatonina tem influência sobre a produção do VEGF, reduzindo a angiogênese e atuando 2519 

sobre a cicloxigenase 2 (COX-2) modulando a inflamação e inibindo a proliferação celular 2520 

(WANG et al., 2012). Assim, a diminuição da secreção do (VEGF) pela melatonina pode ter 2521 

sido o principal motivo da diminuição da deformidade vascular.  2522 

Em relação aos valores hiperglicêmicos, estudos têm demonstrado que a administração 2523 

da melatonina não reduz os valores hiperglicêmicos na condição de diabetes (CAM et al., 2524 

2003; GUVEN et al., 2006). Por outro lado, relatos apontaram que a administração desse 2525 

hormônio previamente a indução do diabetes experimental resulta em níveis hiperglicêmicos 2526 

menores, indicando que a melatonina exerça uma tendência a diminuição da glicemia em 2527 

ratos (PANDI-PERUMAL et al., 2008). Esses dados corroboram os nossos achados, pois a 2528 
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melatonina administrada simultaneamente à indução do diabetes pela estreptozotocina 2529 

provocou tênue redução da glicemia nesses animais. Ademais, foi observado que quanto 2530 

maior foi o tempo de administração de melatonina, menor foi à média da glicemia, 2531 

evidenciando o efeito protetor deste hormônio. Assim, a melatonina atuou contribuindo para a 2532 

homeostase da glicose, seja diminuindo a neoglicogênese, seja revertendo a resistência à 2533 

insulina aumentando a captação de glicose em adipócitos e músculos esqueléticos (SHIMA et 2534 

al., 1997). 2535 

A análise da insulina plasmática revelou que só o grupo tratado com insulina restaurou 2536 

os níveis desse hormônio semelhantemente ao grupo controle, no entanto, houve um aumento 2537 

significativo da insulina quando administrado a partir do primeiro dia de indução do diabetes 2538 

grupo (GDMS). Sabe-se que a glândula pineal apresenta receptores para diferentes 2539 

hormônios, como por exemplo, a insulina, desta forma, a produção de melatonina sofre 2540 

influência deste hormônio e vice-versa (CIPOLLA-NETO; AFECHE 2008). Além da 2541 

influência na produção de insulina ela aumenta a sensibilidade dos tecidos periféricos e do 2542 

sistema nervoso à insulina por promover ativação dos seus receptores (PICIANATO et al., 2543 

2004) e por aumentar a síntese de transportadores de glicose como a GLUT 4  (SERAPHIM 2544 

et al., 1997). Além disso, Yavuz et al. (2003) demonstraram que a melatonina evitou danos 2545 

oxidativos causados pela estreptozotocina no pâncreas de ratos, protegendo desta forma as 2546 

células beta. Isso, também pode ter contribuído para um possível efeito protetor deste 2547 

hormônio quando aplicada simultaneamente sobre as células β pancreáticas dos ratos, que 2548 

ainda apresentaram capacidade secretora de insulina.  2549 

Defesas antioxidantes encontram-se amplamente distribuídos no organismo e 2550 

compreendem agentes que removem radicais livres, as proteínas que minimizam a 2551 

disponibilidade de pró-oxidantes e os agentes de baixo peso molecular que aprisionam 2552 
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espécies reativas ao oxigênio, como a glutationa reduzida (GSH), α-tocoferol, ácido ascórbico 2553 

e bilirrubina (HALLIWELL; GUTTERIDGE 1999).  2554 

Estudos prévios relataram que no diabetes os níveis de glutationa encontram-se 2555 

reduzidos e as enzimas de defesa antioxidantes estão prejudicadas e que este defeito pode ser 2556 

corrigido pela suplementação com antioxidantes (KOWLURU; ENGERMAN; KERN 1999). 2557 

Esses dados corroboram com os nossos estudos em que o grupo diabético apresentou menor 2558 

valor comparado com o grupo tratado com melatonina GDM e o grupo insulina GDI. Assim, 2559 

a melatonina pode agir sobre os radicais livres, indiretamente pela estimulação de várias 2560 

enzimas antioxidantes como a glutationa, e pela ação de seus metabólitos que atuam como 2561 

varredores de radicais livres (REITER et al., 2013). 2562 

A lipoperoxidação é um marcador de dano na membrana celular, e a sua medida foi 2563 

estimada através dos níveis das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. É sabido que os 2564 

radicais livres promovem lipoperoxidação por interferir na configuração dos ácidos graxos e 2565 

que os produtos dessa reação levam ao envelhecimento celular por rigidez e pouca eficiência 2566 

da membrana, além disso, as membranas biológicas também têm seus lipídeos quimicamente 2567 

alterados e a fosfodiesterase acionada, como resultado a membrana se rompe (TEIXEIRA 2568 

2003). Neste trabalho, avaliamos a lipoperoxidação no tecido pancreático, contudo, não 2569 

obtivemos diferenças estatísticas entre os grupos experimentais. No entanto, Armstrong; Al-2570 

Awadi (1991) demonstraram uma elevação de 7 vezes no TBARS no plasma em 10 dias após 2571 

indução do diabetes que aumentou para 15 vezes acima do normal em 22 dias e, em seguida, 2572 

caiu drasticamente para valores abaixo do padrão no 39° dia. Além disso, as observações 2573 

estabeleceram uma correlação entre a concentração de peroxidação lipídica e a estrutura e 2574 

função da retina. Assim, a melatonina pode ter tido uma ação protetora no pâncreas, visto que, 2575 

a análise de TBARS foi feita no10° e 20° dia após tratamento com melatonina ou insulina. 2576 
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Uma potencial ligação entre a atividade da NADPH oxidase e reação vascular 2577 

inflamatória tem sido sugerido por prévios estudos que mostraram que o diabetes induz o 2578 

aumento no estresse oxidativo, na expressão do VEGF, na leucostase e na quebra da barreira 2579 

hemato-retiniana (AL-SHABRAWEY et al., 2008). Pesquisas com artérias coronárias de 2580 

suínos diabéticos mostraram que o aumento da NADPH oxidase foi acompanhada por 2581 

regulação positiva de citocinas inflamatórias (IL-6, TNF-α), quimiocinas e moléculas de 2582 

adesão celular vascular, proporcionando mais apoio para a função dela em doenças 2583 

inflamatórias e vasculares como o diabetes (ZHANG et al., 2003). Um apoio adicional para o 2584 

papel da NADPH-oxidase nas reações inflamatórias vasculares retinianas vem de estudos com 2585 

modelo de uveítes e diabetes (NAGAI et al., 2007).  2586 

Esses achados corroboram com os nossos resultados em que houve um aumento da 2587 

atividade da NADPH oxidase no grupo diabético em relação ao controle, no entanto, os 2588 

grupos tratados com melatonina e insulina não diferiram estatisticamente do grupo controle, 2589 

possivelmente porque a melatonina bloqueou a ação dessa enzima, consequentemente 2590 

inibindo a leucostase que ocorre na retinopatia diabética e que é a principal responsável pela 2591 

ativação da NADPH oxidase. 2592 

Segundo Brownlee (2001), a hiperglicemia leva à produção de ânions superóxidos nas 2593 

células endoteliais em nível mitocondrial e isto está implicado na origem das complicações do 2594 

diabetes mellitus. O ânion superóxido liga-se ao óxido nítrico (NO) prejudicando o endotélio 2595 

(TABIT et al., 2010). As superproduções de superóxido e NO favorecem a formação de 2596 

peroxinitrito, que apresenta ação citotóxica (SCHAAN; SILVA; IRIGOYEN 2010). Além 2597 

disso, ocorre a ativação da proteína quinase C, a qual induz a síntese de NADPH oxidase, que 2598 

também contribui para a produção de superóxidos (BROWNLEE 2001). 2599 
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Sabe-se que a exposição da vasculatura à hiperglicemia e o aumento de ácidos graxos 2600 

livres característicos do diabetes mellitus induzem à produção de superóxidos e que isto pode 2601 

ser inibido por tratamento com antioxidantes em algumas situações (SCHAAN; SILVA; 2602 

IRIGOYEN 2010). Esses dados também corroboram com os nossos resultados em que o 2603 

grupo diabético apresentou um aumento desses ânions em relação ao grupo controle e uma 2604 

diminuição nos grupos tratados com melatonina e insulina 2605 

O eletrorretinograma é um dos meios de avaliação da função da retina no animal vivo, 2606 

principalmente na indicação de pacientes ao tratamento cirúrgico, da catarata e na 2607 

diferenciação de doenças da retina (MARMOR et al., 2009). 2608 

Sakai et al. (1995) evidenciaram que as amplitudes e as latências dos picos das onda a 2609 

e b em ratos diabéticos pela estreptozotocina durante 6 semanas não diferiram 2610 

significativamente daqueles nos ratos controle. No entanto, Gualtieri (2004) encontrou 2611 

alterado alguns componentes do eletrorretinograma de campo total em pacientes com diabetes 2612 

tipo 2, como a diminuição da amplitude da onda b e dos potênciais oscilatórios além do 2613 

aumento da latência. Esses achados corroboram em parte com nosso estudo o qual mostrou 2614 

haver diferença estatística apenas na amplitude da onda a do exame da mista entre os grupos 2615 

controle GC e o diabético GD. Mostrando assim uma perda na quantidade de fotorreceptores 2616 

no grupo diabético. Desta forma podemos concluir que apesar dos trabalhos não apresentarem 2617 

um padrão de resposta, em nosso estudo os grupos tratados com melatonina não diferiram em 2618 

relação ao controle, o que pode ter sido devido as suas propriedades defensoras, várias linhas 2619 

de pesquisa sugerem que a melatonina pode agir como um agente protetor em doenças 2620 

oculares como catarata, glaucoma, retinopatias e injúrias isquêmicas (SIU et al., 2006). Além 2621 

de seus efeitos antioxidantes, vários outros mecanismos estão envolvidos na neuroproteção, 2622 

incluindo a diminuição no nível do fator de crescimento endotelial vascular (KAUR et al., 2623 
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2007) e da concentração sináptica de glutamato na retina (SÁENZ et al., 2004), bloqueio 2624 

intracelular do aumento dos níveis de cálcio (PAPPOLLA et al., 1997) entre outros. 2625 

Facilitando desta forma a atividade elétrica da retina.  2626 

Diante dos resultados, pode-se concluir que as retinas dos animais diabéticos estão 2627 

mais vulneráveis aos danos decorrentes do quadro de diabetes e que a melatonina foi eficaz no 2628 

seu tratamento, principalmente quando ela foi administrada simultaneamente à indução do 2629 

diabetes, pois ela atuou preventivamente diminuindo a glicemia e preservando e melhorando 2630 

as células da retina, além disso, ela agiu indiretamente, estimulando a produção de glutationa 2631 

e insulina e diminuindo a produção de ânions superóxidos. No entanto, nesta pesquisa a 2632 

melatonina não atuou na atividade elétrica. Assim, concluímos que a melatonina pode ser um 2633 

importante agente terapêutico no tratamento coadjuvante da retinopatia diabética, devido a 2634 

sua ação neuroprotetora. 2635 

 2636 

 2637 

 2638 

 2639 

 2640 

 2641 

 2642 

 2643 

 2644 
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Tabela 1. Média ± desvio-padrão dos níveis de plasmáticos de glicose (mg/dL). GC- grupo 2846 

controle; GD- grupo diabético; GDM – grupo diabético tratado com melatonina; GDMS – 2847 

grupo diabético tratado com melatonina simultaneamente; GDI – grupo diabético tratado com 2848 

insulina.        2849 

 2850 

Médias seguidas das mesmas letras minúsculas entre os grupos e maiúsculas ao longo do 2851 

tratamento não diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn 2852 

(p<0,05). Coluna: grupos experimentais e Linhas: tratamentos 2853 

 2854 

 2855 

 2856 

2857 

Grupos Antes da indução 

do diabetes 

Após indução do 

diabetes (7°dia) 

Meio do tratamento 

(10ºdia) 

Fim do tratamento 

(20ºdia) 

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 
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Figura 4. Níveis plasmáticos do hormônio insulina (mg/dL). GC- grupo controle; GD- grupo 2877 

diabético; GDM – grupo diabético tratado com melatonina; GDMS – grupo diabético tratado 2878 

com melatonina simultânea; GDI – grupo diabético tratado com insulina. A- grupos 2879 

experimentais antes da indução; B- grupos experimentais com 10 dias das administrações; C- 2880 

grupos experimentais com 20 dias das administrações. *Médias seguidas pela mesma letra 2881 

não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn 2882 

(p<0,05). 2883 
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Figura 5. Gráfico dos valores de GSH no pâncreas dos animais nos diferentes grupos 2901 

experimentais (nmol/mg de proteína). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDM – 2902 

grupo diabético tratado com melatonina; GDMS – grupo diabético tratado com melatonina 2903 

simultânea; GDI – grupo diabético tratado com insulina. *Médias seguidas pela mesma letra 2904 

não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn 2905 

(p<0,05). 2906 
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 2919 
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 2921 

 2922 

 2923 

Figura 6. Gráfico dos valores de TBARS no pâncreas dos animais nos diferentes grupos 2924 

experimentais (nmol/mg de proteína). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDM – 2925 

grupo diabético melatonina; GDMS – grupo diabético melatonina simultânea; GDI – grupo 2926 

diabético insulina. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si 2927 

pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 2928 
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 2951 

Figura7: Gráfico dos valores de Superóxido basal (A) e Atividade da NADPH oxidase na 2952 

retina dos animais nos diferentes grupos experimentais (RLU/mg de proteína). GC- grupo 2953 

controle; GD- grupo diabético; GDM – grupo diabético tratado com melatonina; GDMS – 2954 

grupo diabético tratado com melatonina simultaneamente; GDI – grupo diabético tratado com 2955 

insulina. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste 2956 

de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05) 2957 
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 2958 
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 2966 

 2967 

 2968 
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 2970 

 2971 

 2972 

 2973 

 2974 

 2975 

Figura 8: Nas fotomicrografias são demonstradas as camadas da retina, tomando como referência inicial a 2976 
porção interna do lado esquerda, adjacente ao corpo vítreo (CV). Assim, a análise histopatológica de 2977 
amostras de retina de ratos do grupo controle (Fig. A) revelou a presença de estruturas bem preservadas 2978 
como a membrana limitante interna (cabeça de seta), camada de células ganglionares (g), células amácrinas 2979 
(setas curtas), camada plexiforme interna (pi),  nuclear interna (ni), camada plexiforme externa (pe), 2980 
camada nuclear externa (ne), camada de bastonetes e cones (bc), epitélio pigmentar (setas tracejadas) e 2981 
coroide (c). Após exposição à estreptozotocina GD (Fig. B) observou-se desorganização da camada nuclear 2982 
externa (ne) e plexiforme externa (pe), com presença de inúmeros vacúolos (setas longas), deslocamento 2983 
seroso da retina (dupla seta) e vasos sanguíneos dilatados (asterisco) quadro típico de retinopatia diabética. 2984 
Porém, após o tratamento com insulina (Fig. C) e melatonina (Fig. D) observou-se menor progressão da 2985 
retinopatia diabética. Verificou-se, ainda, que no grupo tratado com melatonina simultaneamente (Fig. E) 2986 
houve melhor preservação da retina. 2987 

2988 
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Figura 9: Fotomicrografia dos vasos da retina dos grupos experimentais. Observar 3009 

uniformização do padrão vascular entre os grupos experimentais. Figura A e B (grupo 3010 

controle), Figura C (grupo diabético), Figura D (grupo diabético tratado com melatonina) e 3011 

Figura E (grupo diabético tratado com melatonina simultaneamente) e Figura F (grupo 3012 

diabético tratado com insulina). 3013 

3014 
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 3034 

 3035 

Figura 10: Fotomicrografia dos vasos da retina dos grupos experimentais. Observar presença de 3036 

microaneurismas (seta preta) e tortuosidades (seta com cabeça branca) nos vasos da retina do grupo 3037 

diabético Figura B e do grupo insulina Figura E. Observar atenuação desses fatores no grupo tratado 3038 

com melatonina Figura C e no grupo tratado com melatonina simultânea Figura D.3039 

B 
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Figura 11: Traçado do ERG escotópico entre os grupos experimentais. 

Não foi observada diferença estatística entre eles. A- formato da onda 

adquirido no eletrorretinograma. B- gráfico mostrando amplitude em μv 

p< 0,05 e tempo implícito em ms p< 0,05 entre os grupos. 
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Figura 12: Traçado do ERG fotópico entre os grupos 

experimentais. A- formato das ondas adquiridas pelo 

eletrorretinograma dos grupos. Não foi observada diferença 

estatística entre eles. B- gráfico mostrando amplitude em μv p< 

0,05 e tempo implícito em ms p< 0,05 entre os grupos. 
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Figura 13: Traçado do ERG escotópico misto dos grupos 

experimentais. A- formato da onda adquirido no 

eletrorretinograma. Foi observada diferença estatística na 

amplitude da onda a entre o GC e o GD. B- gráfico mostrando 

amplitude em μv p< 0,05 e tempo implícito em ms p< 0,05 entre 

os grupos. 
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Figura 14: Traçado do ERG flicker dos animais 

dos grupos experimentais. A- formato das ondas 

adquiridas pelo eletrorretinograma dos grupos. B – 

Tempo Implícito do Flicker, em ms.– Amplitude 

do Flicker, em µV. *p< 0,05. 
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Resumo: A presente pesquisa analisou se a melatonina seria capaz de mediar à expressão de 3084 

VEGF, IL-6 e TNF-α, além do índice apoptótico em ratos com retinopatia diabética. Utilizou-3085 

se 50 ratos albinos da linhagem Wistar, divididos nos seguintes grupos: GC: ratos sem 3086 

indução ao diabetes pela estreptozotocina; GD: ratos induzidos ao diabetes pela 3087 

estreptozotocina e tratados com placebo; GDM: ratos induzidos ao diabetes pela 3088 

estreptozotocina e após confirmação do diabetes tratados com melatonina na dosagem de 3089 

10mg/kg de peso corporal durante 20 dias; GDMS: ratos induzidos ao diabetes pela 3090 

estreptozoticina e simultaneamente tratados com melatonina na dosagem de 10mg/kg durante 3091 

20 dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e após confirmação do 3092 

diabetes tratados com insulina durante 20 dias. O diabetes foi induzido pela administração 3093 

intraperitoneal de estreptozotocina (60 mg/kg), e a insulina (5 U/dia) foi administrada via 3094 

subcutânea. Para apoptose foi utilizado TUNEL e para a análise imunohistoquímica foram 3095 

utilizados anticorpos da Santa Cruz Biotechnology. Os resultados mostraram que os grupos 3096 

que foram tratados com melatonina e principalmente aqueles que receberam esse hormônio 3097 

simultaneamente diminuíram a expressão das citocinas e do VEGF, além da apoptose. Assim, 3098 

conclui-se que a melatonina pode regular a expressão desses fatores melhorando a condição 3099 

da retina na retinopatia diabética. 3100 

 3101 

 3102 

 3103 

 3104 

 3105 

 3106 

 3107 

 3108 

Palavras-chave: Apoptose, citocinas, melatonina, ratos, retinopatia diabética  3109 

 3110 

 3111 

 3112 

 3113 
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Abstract: This study examined whether melatonin would be able to mediate the expression of 3114 

VEGF, IL-6 and TNF-α, in addition to the apoptotic index in rats with diabetic retinopathy. 3115 

We used 50 albino Wistar rats were divided into the following groups: GC: no induction mice 3116 

diabetes by streptozotocin; GD: rats induced by streptozotocin diabetes and treated with 3117 

placebo; GDM: rats by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated 3118 

with melatonin at a dose of 10mg / kg body weight for 20 days; GDMS: mice induced by 3119 

streptozotocine diabetes and simultaneously treated with melatonin at a dose of 10mg / kg for 3120 

20 days; GDI: rats by streptozotocin induced diabetes mellitus and after confirmation treated 3121 

with insulin for 20 days. Diabetes was induced by intraperitoneal administration of 3122 

streptozotocin (60 mg / kg) and insulin (5 U / day) was administered subcutaneously. For 3123 

apoptosis was used TUNEL and immunohistochemistry were used antibodies from Santa 3124 

Cruz Biotechnology. The results showed that the groups treated with melatonin, and 3125 

especially those receiving hormone that both decreased expression of VEGF and cytokines, as 3126 

well as apoptosis. Thus, it is concluded that melatonin can regulate the expression of these 3127 

factors improving retinal condition in diabetic retinopathy. 3128 

 3129 

 3130 

 3131 

 3132 

 3133 

Keywords: apoptosis, cytokines, melatonin, mice, diabetic retinopathy 3134 

 3135 

 3136 

 3137 

 3138 

 3139 

 3140 

 3141 

 3142 
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1. Introdução 3143 

 3144 

Sabe-se que no diabetes, os níveis de citocinas pró-inflamatórias estão aumentadas no 3145 

vítreo e na retina (KOWLURU; ODENBACH 2004) e que a regulação positiva de vários 3146 

fatores, tanto angiogênicos quanto inflamatórios, tem sido relacionados com a patogênese da 3147 

retinopatia diabética (RD) (AIELLO 2005). 3148 

Os processos fisiológicos de reparo que auxiliam as células retinianas a sobreviverem ao 3149 

estresse incluem a liberação aumentada de diversos fatores de crescimento e citocinas, 3150 

incluindo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), IGF-1, interleucinas-1 e fator de 3151 

necrose tumoral (TNF) (SERRARBASSA; DIAS; VIEIRA, 2008). Estas proteínas que têm 3152 

sido implicadas no desenvolvimento da RD, também provêem funções neurotróficas para 3153 

apoiar a sobrevivência das células da retina (GARIANO; GARDNER, 2005). O aumento da 3154 

liberação de citocinas pode servir como uma função adaptativa para manter a função neuronal 3155 

mas, ao mesmo tempo se a liberação for exagerada, causa dano vascular progressivo 3156 

resultando em edema de mácula e neovascularização (GARIANO; GARDNER, 2005). Assim, 3157 

este ciclo vicioso perpetua tanto o dano vascular como o neural e culmina nas características 3158 

clínicas da RD (ANTONETTI et al., 2006). 3159 

O Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um composto que, sob condições 3160 

de hipóxia ou de isquêmia estimula o aumento da vasculatura, ele desempenha um papel 3161 

central no aumento da permeabilidade vascular e angiogênese, enquanto que os fatores 3162 

inflamatórios, como as interleucinas, o fator de necrose tumoral (TNF), e as angiopoietinas 3163 

(Ang-2), têm sido relacionados com as vias fisiopatológicas que conduz a retinopatia 3164 

diabética proliferativa (RANGASAMY; McGUIRE; DAS 2012). 3165 
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Noma et al. (2002) explanaram que pacientes com diabetes mellitus e retinopatia 3166 

diabética apresentaram maiores níveis de VEGF no humor aquoso e vítreo comparado com o 3167 

do plasma, o que está relacionado com a atividade desta enfermidade. Além disso, pesquisas 3168 

mostraram maior ativação leucocitária na retina de ratos diabéticos (MOTTA; COBLENTZ; 3169 

MELO 2008). 3170 

Estudos também têm demonstrado significante aumento nas concentrações de IL-6 e 3171 

TNF-α em pacientes com retinopatia diabética progressiva. Estas observações confirmam a 3172 

natureza inflamatória e imunológica da fisiopatologia dessa enfermidade (GOLOGORSKY; 3173 

THANOS; VAVVAS, 2012). 3174 

Diversos estudos sugerem que o diabetes causa uma perda crônica de neurônios na 3175 

retina pelo aumento da frequência de apoptose (KERRIGAN et al., 1997; MIZUTANI; 3176 

KERN; LORENZI 1996). Portanto, o aumento da apoptose na retina é um componente da 3177 

retinopatia diabética (SERRARBASSA; DIAS; VIEIRA 2008). O Mecanismo pelo qual o 3178 

estresse oxidativo pode aumentar a apoptose parece ser complexo, mas poderia envolver o 3179 

aumento da peroxidação lipídica na membrana, injúria oxidativa de macromoléculas 3180 

essenciais para a função celular e alterações no sinal de transdução e expressão gênica 3181 

(MATSURA et al., 1999). 3182 

A avaliação das relações entre diabetes, metabolismo da glicose, e os efeitos da 3183 

melatonina é um tema de grande interesse (DERLACZ et al., 2005). Foi sugerido que 3184 

tratamentos com antioxidantes podem ser uma importante opção terapêutica na prevenção das 3185 

complicações vasculares causadas pelo diabetes (BONJUGA et al., 2004). A proteção 3186 

antioxidante da melatonina já foi demonstrada tanto in vivo como in vitro ao nível de 3187 

membrana celular, mitocôndrias e núcleo (REITER, 2000). Além de suas ações como um 3188 

eliminador de radicias livres, ela também estimula enzimas antioxidantes, como por exemplo 3189 
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a superóxido dismutase a glutationa peroxidase e a glutationa redutase, o que promove ainda 3190 

mais a sua capacidade de reduzir a toxicidade dos radicais livres e dos seus reagentes 3191 

associados (REITER et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2004). Pesquisas mostraram que 3192 

melatonina poderia restaurar o status antioxidante prejudicado em ratos diabéticos induzidos 3193 

por estreptozotocina (ANWAR; MEKI, 2003). Assim, sua administração à longo prazo 3194 

reduziu a hiperlipidemia e a hiperinsulinemia e restaurou a relação dos ácidos graxos 3195 

poliinsaturados no soro e tecidos de ratos diabéticos (NISHIDA, 2005).  3196 

Desta forma, os processos fisiológicos de reparo que auxiliam as células da retina a 3197 

sobreviverem ao estresse incluem a liberação exacerbada de diversos fatores de crescimento e 3198 

citocinas (GARIANO; GARDNER 2005). No entanto, o aumento da liberação dessas 3199 

proteínas pode servir para manter a função neural, mas, se não equilibrada pode causar edema 3200 

de mácula e neovascularização, perpetuando tanto o dano vascular como o neural 3201 

(ANTONETTI et al., 2006). Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar se a melatonina 3202 

exógena quando administrada simultaneamente a indução ao diabetes ou após sua 3203 

confirmação, poderia diminuir os danos causados por essas citocinas além de atenuar ou 3204 

mesmo evitar o processo apoptótico devido as suas propriedades antioxidantes, 3205 

imunomoduladora e anti-apoptótica  3206 

 3207 

2. Materiais e Métodos 3208 

 3209 

Foram utilizados 50 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar, com 3210 

90 dias de idade, pesando em torno de 300 ± 30g, procedentes do Biotério do Departamento 3211 

de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Para isto, 3212 

este projeto foi submetido ao comitê de ética institucional e aprovado sob número de 3213 
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protocolo 23082.022.699/2013 e licença N° 011/2014. Esses animais foram mantidos em 3214 

gaiolas, com alimentação e água ad libitum, na temperatura de 22 ± 1ºC e iluminação artificial 3215 

que estabeleceram um fotoperíodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o 3216 

período de luz das 06:00 às 18:00 h. Os animais foram divididos ao acaso em 5 grupos, cada 3217 

um com 10 animais: GC: ratos sem indução ao diabetes pela estreptozotocina; GD: ratos 3218 

induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e tratados com placebo; GDM: ratos induzidos ao 3219 

diabetes pela estreptozotocina e após confirmação do diabetes tratados com melatonina na 3220 

dosagem de 10 mg/kg de peso corporal durante 20 dias; GDMS: ratos induzidos ao diabetes 3221 

pela estreptozoticina e simultaneamente tratados com melatonina na dosagem de 10 mg/kg de 3222 

peso corporal durante 20 dias; GDI: ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e após 3223 

confirmação do diabetes tratados com insulina durante 20 dias. 3224 

 3225 

2.1 Indução do diabetes 3226 

 3227 

O diabetes foi induzido pela administração intraperitoneal de solução de 3228 

estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) após jejum alimentar de 14 horas e confirmado 3229 

no sétimo dia após a aplicação. A estreptozotocina foi diluída em tampão citrato de sódio a 10 3230 

mM e pH 4,5, na dosagem única de 60 mg/kg de peso do animal. Os animais não diabéticos 3231 

(grupo controle) receberam da mesma forma, doses equivalentes de solução salina e 3232 

decorridos 30 minutos da administração todos os animais foram alimentados normalmente 3233 

(DALL’AGO et al., 2002). Foram incluídos no estudo apenas animais que apresentaram 3234 

glicose sanguínea acima de 200 mg/dL (Glicosímetro Kit Accu-Chek Activ), exceto do grupo 3235 

controle, para início do tratamento com a melatonina ou insulina.  3236 

 3237 
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2.2 Administração da melatonina  3238 

 3239 

A administração da melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado por meio 3240 

de injeções subcutânea no início da noite (18:00) durante 20 dias (GUVEN et al., 2006) na 3241 

dosagem de 10 mg/kg (SUDNIKOVICH et al., 2007). A melatonina foi dissolvida em etanol 3242 

e diluída em salina na proporção de 1:9 (OZGUNER; BARDAK; COMLEKCI 2006). 3243 

 3244 

2.3 Administração de insulina 3245 

 3246 

A insulina foi administrada por via subcutânea durante 20 dias, na dose de 5 U/dia, 3247 

sendo duas unidades de insulina às 10 h e 3 unidades restantes às 19 h (PINHEIRO et al., 3248 

2011).  3249 

 3250 

2.4 Imunohistoquímica (IL6, TNF-α, VEGF) 3251 

 3252 

Para análise imunohistoquímica, as lâminas foram desparafinizadas e reidratadas em 3253 

xilol e alcoóis. A recuperação antigênica foi realizada através de uma solução de tampão 3254 

citrato (pH 8.0) em alta temperatura no microondas por 5 minutos. A peroxidase endógena foi 3255 

inibida através de uma solução de peróxido de hidrogênio (3%) em metanol. A reação 3256 

antígeno-anticorpo inespecífica foi bloqueada através da incubação das lâminas em PBS e 3257 

albumina sérica bovina (BSA) 5% durante uma hora. Todos os anticorpos (Santa Cruz 3258 

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) foram diluídos em PBS/BSA 1% por uma hora. 3259 



119 
 

Subsequentemente, as lâminas foram tratadas com o anticorpo secundário por trinta minutos. 3260 

A reação antígeno-anticorpo foi observada através de um precipitado marrom após aplicação 3261 

de 3,3 diaminobenzidina por quatro minutos e contracorados com hematoxilina. As imagens 3262 

foram capturadas por meio de câmera de Vídeo Sony
®
, acoplada ao microscópio Olympus

® 
3263 

Bx50, as quais foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificação por meio de 3264 

Histograma RGB (Red-Green-Blue), o qual se baseia na intensidade de luminescência onde os 3265 

tons dos pixels da imagem variam de 0 a 255, sendo que o tom 0 representa o escuro absoluto 3266 

(menor luminescência), enquanto que o tom 255, representa o branco absoluto (maior 3267 

luminescência) (OBERHOLZER et al., 1996; LEE et al., 2001). 3268 

 3269 

2.5 Índice apoptótico (IA) 3270 

 3271 

Foi utilizado o método TUNEL como indicador de apoptose. Os cortes foram 3272 

inicialmente desparafinados e hidratados e, logo em seguida, incubados em PBS por 5 3273 

minutos à temperatura ambiente. Após, a Proteinase K foi aplicada sobre as lâminas por 15 3274 

minutos. As lâminas foram lavadas em água destilada e incubadas em peróxido de hidrogênio 3275 

por 5 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em 3276 

tampão equilíbrio por 60 minutos a 4°C. Depois, os cortes foram incubados em TdT a 37° por 3277 

1 hora em câmara úmida. Foi aplicada a solução stop por 10 minutos em temperatura 3278 

ambiente, em seguida, as lâminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-digoxigenina. 3279 

As lâminas foram enxaguadas em PBS e os cortes revelados com substrato cromogênico 3280 

diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation
TM

) (±20 minutos), sendo contracorados com 3281 

hematoxilina por 20 a 30 segundos. Após isso, as lâminas foram lavadas em água corrente, 3282 

desidratadas em concentrações crescentes de álcool e colocadas em xilol para serem montadas 3283 
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e observadas em microscópio de luz. O índice apoptótico foi determinado pela contagem da 3284 

porcentagem de células positivas a partir de, pelo menos 500 núcleos subdivididos em 10 3285 

campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40X (WU et al., 2013). 3286 

 3287 

2.6 Análise estatística 3288 

 3289 

Os dados da quantificação do índice apoptótico, do IL6, TNFα e VEGF foram 3290 

submetidos ao teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, e as médias foram comparadas pelo 3291 

teste de Dunn (P<0,05). 3292 

 3293 

3. Resultados 3294 

 3295 

3.1 Níveis glicêmicos 3296 

 3297 

Antes da indução do diabetes os animais de todos os grupos experimentais não 3298 

apresentaram diferenças significativas nos níveis de glicose sanguínea, mostrando valores 3299 

abaixo de 120 mg/dL. Após a indução, todos os animais, com exceção os do grupo controle 3300 

(GC), apresentaram níveis sanguíneos de glicose acima de 300 mg/dL, diferindo 3301 

significativamente deste grupo, confirmando assim o quadro de diabetes. Após 10 e 20 dias de 3302 

administração com melatonina ou insulina evidenciou-se que o único grupo que apresentou 3303 

níveis semelhantes ao grupo controle foi o administrado com insulina (GDI). No entanto, o 3304 

grupo GDMS apresentou valores hiperglicêmicos menores, indicando diferença estatística em 3305 

relação a glicemia dos animais diabéticos administrados com placebo (Tabela. 1). 3306 
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 3307 

3.2 Níveis plasmáticos de insulina 3308 

 3309 

A dosagem dos níveis plasmáticos do hormônio insulina revelou que antes da indução 3310 

ao diabetes pela estreptozotocina, todos os ratos apresentaram valores sem diferença 3311 

estatística em relação ao grupo controle (Fig 15A). Entretanto, ao serem analisados após 10 e 3312 

20 dias das respectivas administrações de melatonina ou insulina, observou-se que apesar de 3313 

um aumento significativo nos valores da insulina plasmática do grupo administrado com 3314 

melatonina a partir do 1° dia de indução ao diabetes (GDMS), apenas o grupo diabético 3315 

tratado com insulina apresentou valores similares aos dos animais do grupo controle, 3316 

restaurando assim, seus níveis hormonais. (Figs. 15B e 15C). 3317 

 3318 

3.3 Imunohistoquímica (IL6, TNF-α, VEGF-A e Índice apoptótico) 3319 

 3320 

A imunohistoquimica para o IL-6 na retina revelou nos animais dos grupos GC, GDM e 3321 

GDMS fraca marcação, enquanto que no grupo GD evidenciou-se forte marcação nas 3322 

camadas ganglionares, nuclear interna e nuclear externa, enquanto que em GDI a marcação 3323 

foi moderada, restringindo-se apenas na camada nuclear externa. Com relação à quantificação 3324 

em pixels da expressão do fator IL6, notou-se redução significativa dos pixels entre os grupos 3325 

GD e GDI em relação aos demais grupos experimentais (Fig. 16).  3326 

Na imunomarcação da retina pelo TNFα verificou-se que nos animais dos grupos GC, 3327 

GDM e GDMS apresentaram fraca marcação, enquanto que nos grupos GD e GDI foi 3328 

observada moderada marcação apenas na camada nuclear externa. A quantificação em pixels 3329 
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da expressão do fator TNFα revelou redução significativa dos pixels nos grupos GD e GDI 3330 

em relação aos demais grupos experimentais, sem, no entanto diferirem entre si (Fig. 17). 3331 

Com relação ao VEGF-A na retina, observou-se nos grupos GC, GDM e GDMS fraca 3332 

marcação, e nos grupos GD e GDI moderada marcação nas camadas nuclear interna e externa. 3333 

A quantificação em pixels da expressão do fator VEGF-A revelou redução significativa dos 3334 

pixels entre os grupos GD e GDI, e também em relação aos outros grupos experimentais (Fig. 3335 

18). 3336 

A análise estatística revelou que apenas os tratamentos com melatonina (GDM e 3337 

GDMS) apresentaram índice apoptotico com valores similares aos do grupo controle (CG). 3338 

Não houve diferenças significativas entre os grupos diabético (GD) e tratado com insulina 3339 

(GDI), os quais apresentaram os maiores índices. Entretanto, este último grupo não 3340 

apresentou diferença significativa em relação ao grupo GDM, diferindo apenas dos grupos 3341 

GC e GDMS (Fig. 19). 3342 

 3343 

4. Discussão 3344 

 3345 

O VEGF é um fator angiogênico citoprotetor, que pode ser ativado mediante vários 3346 

insultos, como por exemplo, a hiperglicemia, tendo o estresse oxidativo como fator chave 3347 

para sua produção (ÖZDEMIR et al., 2014). Esse fator se distribui normalmente através da 3348 

retina, sendo mais expresso na camada de fibras nervosas, principalmente nas proximidades 3349 

do disco óptico, e em torno de grandes vasos (RAJALA et al., 2000). Além disso, o esse fator 3350 

tem sido relacionado a modificações observadas na RD, incluindo o edema de retina, 3351 

dilatação vascular, isquemia, hemorragias e formação de microaneurismas (ÖZDEMIR et al., 3352 

2014), sendo essencial na formação e sobrevivência dos vasos sanguíneos por inibir a 3353 
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apoptose das células endoteliais (CHERNIKH et al., 2014). Contudo, por ser induzido por 3354 

hipóxia, o VEGF torna-se um importante mediador de neovascularização intraocular 3355 

patológica (VALIATTI et al., 2011), assim, tem sido relatado que níveis elevados de VEGF 3356 

pode ser um acontecimento desencadeador da retinopatia diabética (ÖZDEMIR et al., 2014). 3357 

Apesar da relação do VEGF com a RD, esse fator de crescimento é verificado bem antes 3358 

do início do processo angiogênico decorrido na retinopatia (BENTO; DUARTE 2011). Além 3359 

disso, é fator marcante a presença de receptores para VEGF na retina normal, sugerindo um 3360 

papel importante desse fator de crescimento na função ocular normal (LAAKSO 1999). 3361 

Ademais, as células endoteliais da retina possuem vários receptores para VEGF (AMERICAN 3362 

DIABETES ASSOCIATION, 1998).  3363 

Bento; Duarte (2011) relataram que em modelos experimentais de diabetes, a expressão 3364 

do gene para VEGF, mostrou-se aumentada nas camadas ganglionar e nuclear interna da 3365 

retina e que o conteúdo de VEGF no fluido vítreo/ocular é bem mais elevado em indivíduos 3366 

com RD proliferativa do que em indivíduos com RD simples (RAJALA et al., 2000). 3367 

Nossos resultados mostraram uma marcação moderada deste fator na camada nuclear 3368 

interna e externa no grupo diabético e no grupo insulina. No entanto fraca, nos grupos tratados 3369 

com melatonina. Hu (1997) mostrou que a melatonina reduziu a regulação positiva do VEGF 3370 

no melanoma ocular em humanos, causado pela ativação da via de sinalização da proteína 3371 

kinase (PKC), a qual é uma das vias que conduz a patogênese da RD (UK PROSPECTIVE 3372 

DIABETES STUDY GROUP 1998). Além disso, receptores de melatonina estão presentes 3373 

em várias células oculares, como por exemplo, no epitélio pigmentar da retina, nos 3374 

fotorreceptores, células horizontais, amácrinas e ganglionares (TOSINI et al., 2012). A 3375 

ativação de receptores de melatonina pode ativar ou inibir várias vias de sinalização como a 3376 
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(PKC), guanilato ciclase, etc, dependendo da espécie, órgão e tecido (CAVALCANTI et al., 3377 

2006).  3378 

Assim, a melatonina, regulou a expressão do VEGF direta e indiretamente, por 3379 

aumentar a expressão de várias enzimas antioxidantes ou por aumentar sua atividade através 3380 

da ativação de seus receptores. Ademais, Alvarez-García et al. (2013) relataram que a 3381 

melatonina tem influência sobre a produção do VEGF, reduzindo a angiogênese e atuando 3382 

sobre a COX-2 modulando a inflamação e inibindo a proliferação celular (WANG et al., 3383 

2012). 3384 

A literatura relata que pacientes com RD apresentam ativação de reações inflamatórias, 3385 

violação do estado funcional do sistema imune e desequilíbrio nos processos intercelulares 3386 

indutores de citocinas (SYMEONIDIS et al., 2011). 3387 

A IL-6 é uma citocina pró-inflamatória que tem um papel essencial nos mecanismos de 3388 

cronificação dos processos inflamatórios (NEURATH; FINOTTO 2011). Nossos resultados 3389 

mostraram uma forte marcação para esta citocina nas retinas grupo diabético, o que corrobora 3390 

com os achados de Chernykh et al. (2014) em que pacientes com RD apresentaram alta 3391 

concentração dela no vítreo, 1,9 vezes maior que no grupo sem retinopatia.  3392 

No entanto, a literatura relata que inibidores da COX-2 como a melatonina, tem um 3393 

papel no balanço da produção de citocinas inflamatórias, modulando diretamente sua 3394 

expressão (TEGEDER; TFEILSCHIFTER; GEISSLINGER, 2001; WANG et al., 2012). 3395 

Esses dados corroboram com os nossos resultados em que os grupos tratados com melatonina, 3396 

apresentaram fraca marcação para IL-6 se equiparando ao grupo controle, no entanto, o grupo 3397 

diabético e o grupo tratado com insulina apresentaram moderada marcação.  3398 
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A análise imunohistoquímica para TNF-α apresentou marcação moderada no grupo 3399 

diabético e no grupo tratado com insulina. O TNF-α é um mediador inflamatório de morte 3400 

neuronal após injúria isquêmica no cérebro e retina (TEZEL; WAX 2000). O papel do TNF- α 3401 

em uveítes foi estabelecido e sua neutralização provou ser eficaz na preservação da acuidade 3402 

visual e na diminuição da apoptose e lesão inflamatória (MURPHY et al., 2004). Estudos 3403 

também têm mostrado regulação positiva de receptores para esta citocina em retinas humanas 3404 

com glaucoma (TEZEL et al., 2001). Além disso, Tezel; Wax (2000) relataram que a 3405 

isquemia dos vasos da retina, induziu à produção positiva de TNF-α e morte celular por 3406 

apoptose em cultura de células ganglionares da retina. Berger et al. (2008) trabalhando com 3407 

neutralização in vivo do TNF- α, durante significativa isquemia da retina, observou que foi 3408 

preservada a função da mesma, dados evidenciados pelos resultados do eletrorretinograma. 3409 

No entanto, foi observado que a melatonina também conduziu a uma redução desse 3410 

fator nos grupos tratados com esse hormônio, ocasionando uma diminuição na destruição 3411 

tecidual que ocorre durante o processo inflamatório. Dessa forma, ela pode ser considerada 3412 

uma opção no tratamento nas condições que cursam com a inflamação (CAUMO et al., 2007). 3413 

É amplamente conhecido que a apoptose nas células da retina é um fenômeno 3414 

estabelecido na retinopatia diabética (KOWLURU; CHAN 2007). O que pode ser confirmado 3415 

nesta pesquisa, em que o grupo diabético e o grupo insulina apresentaram os maiores índices 3416 

apoptóticos.  3417 

Exposição dos pericitos e células endoteliais a altas doses de glicose como em animais 3418 

com diabetes ocasiona um aumento no estresse oxidativo, na atividade das caspases-3 e em 3419 

outros fatores de transcrição, os quais levam a morte de células capilares (KOWLURU; 3420 

ABDAS; ODENBACH 2004). 3421 
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Feit-Leichman et al. (2005) observaram marcação positiva nas células da 3422 

microvasculatura retiniana de ratos e camundongos com 6 a 8 meses de diabetes. O 3423 

mecanismo pelo qual o estresse oxidativo pode aumentar a apoptose parece complexo, mas 3424 

poderia envolver o aumento na peroxidação lipídica em membranas e lesões oxidativas em 3425 

macromoléculas essenciais para a função celular e alterações nos sinais de transdução e 3426 

expressão de genes (MATSURA et al., 1999).  3427 

Pesquisas sugerem que o receptor de insulina é responsável por funções tróficas no 3428 

cérebro (PLUM; SCHUBERT; BRUNING 2005), Estudos demonstram que a insulina 3429 

estimula receptores específicos na retina (REITER et al., 2006) e que estes receptores estão 3430 

diminuídos em ratos diabéticos, e a sua deleção ocasiona degeneração dos neurônios da retina 3431 

e fotorreceptores (YI et al., 2005). Desta forma, o decréscimo do estímulo anabólico pela 3432 

insulina pode influenciar para a morte das células da retina (ANTONETTI et al., 2006). 3433 

Assim, pode-se afirmar que a longo prazo, os distúrbios na ação da insulina no tecido 3434 

retiniano pode acelerar a morte celular e prejudicar atividades anabólicas que dependem de 3435 

insulina como a síntese proteica (CHIHARA 1981). 3436 

Alguns autores mostraram ação anti-apoptótica da melatonina em diferentes órgãos, 3437 

como timo, rim, cérebro e fígado e, atribuem isso principalmente a suas propriedades 3438 

antioxidantes (KOH 2008; JOUBERT; MARAIS; MARITZ 2009), ao eliminar radicais 3439 

hidroxila, peroxila, superóxidos e a oxidação da cardiolipina nas mitocôndrias (PARADIES et 3440 

al., 2010). A glutationa peroxidase, uma enzima de grande importância na eliminação de 3441 

radicais livres no organismo, também sofre aumento de sua produção em cérebro de ratos 3442 

tratados com melatonina (WEISHAU et al., 2006). Além disso, Wang (2009) relatou que a 3443 

melatonina atuaria na prevenção de doenças neurodegenerativas pela inibição da via 3444 

intrínseca da apoptose e pela ativação de vias de sobrevivência. 3445 
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No tecido nervoso e renal, a melatonina ocasiona queda nos níveis de expressão das 3446 

proteínas pró-apoptóticas como a Fas, Fas-L e p-53 assim como aumenta a expressão de 3447 

proteínas anti-apoptótica como a Bcl-2 (BOATRIGHT; SALVESEN 2003).  3448 

Assim, concluiu-se neste estudo que a suplementação com melatonina repercutiu 3449 

positivamente sobre a regulação da expressão de citocinas inflamatórias e sobre a diminuição 3450 

do índice apoptótico na retina de ratos com retinopatia diabética. Assim, a melatonina atuou 3451 

como um mediador inflamatório, protegendo a retina, sendo um possível recurso terapêutico 3452 

nesta enfermidade, graças às suas atividades anti-inflamatória e anti-oxidantes. 3453 
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Tabela 1. Média ± desvio-padrão dos níveis de plasmáticos de glicose (mg/dL). GC- grupo 3653 

controle; GD- grupo diabético; GDM – grupo diabético tratado com melatonina; GDMS – 3654 

grupo diabético tratado com melatonina simultâneamente; GDI – grupo diabético tratado com  3655 

insulina.  3656 

Grupos Antes da indução 

do diabetes 

Após indução do 

diabetes (7° dia) 

Meio do tratamento 

(10ºdia) 

Fim do tratamento 

(20ºdia) 

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 minúsculas nas colunas e miúsculas nas linhas não 3657 

diferem entre si de acordo com o teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 3658 
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Figura 15. Níveis plasmáticos do hormônio insulina (mg/dL). GC- grupo controle; GD- 3674 

grupo diabético; GDM – grupo diabético tratado com melatonina; GDMS – grupo diabético 3675 

tratado com melatonina simultânea; GDI – grupo diabético tratado com insulina. A- grupos 3676 

experimentais antes da indução; B- grupos experimentais com 10 dias das administrações; C- 3677 

grupos experimentais com 20 dias das administrações. *Médias seguidas pela mesma letra 3678 

não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn 3679 

(p<0,05). 3680 
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Figura 16: Imunohistoquimica e quantificação do IL6 na retina. Observar em A (GC), C 3703 

(GDM) e D (GDMS) fraca marcação, em B (GD) forte marcação nas camadas ganglionares 3704 

(seta longa), nuclear interna (cabeça da seta) e nuclear externa (seta curta), enquanto que em E 3705 

(GDI) nota-se moderada marcação apenas na camada nuclear externa (seta branca). F – 3706 

Quantificação em pixels da expressão do fator IL6. Notar redução significativa dos pixels 3707 

entre os grupos GD e GDI, e em relação aos demais grupos experimentais. *Médias seguidas 3708 

pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com 3709 

post-hoc Dunn (p<0,05). 3710 
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Figura 17: Imunohistoquimica e quantificação do TNFα na retina. Observar em A (GC), C 3734 

(GDM) e D (GDMS) fraca marcação, em B (GD) e E (GDI) moderada marcação apenas na 3735 

camada nuclear externa (seta). F – Quantificação em pixels da expressão do fator TNFα. 3736 

Notar redução significativa dos pixels nos grupos GD e GDI em relação aos demais grupos 3737 

experimentais. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si 3738 

pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 3739 
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Figura 18: Imunohistoquimica e quantificação do VEGF-A na retina. Observar em A (GC), C 3761 

(GDM) e D (GDMS) fraca marcação, em B (GD) e E (GDI) moderada marcação nas camadas 3762 

nuclear interna (seta fina) e externa (seta grossa). F – Quantificação em pixels da expressão 3763 

do fator VEGF-A. Notar redução significativa dos pixels entre os grupos GD e GDI, e em 3764 

relação aos outros grupos experimentais. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem 3765 

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 3766 
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Figura19: Índice apoptótico na retina. Observar redução significativa nos grupos GDM e 3785 

GDMS em relação ao grupo GD. *Médias seguidas pela mesma letra não diferem 3786 

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 3787 
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