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Resumo

Devido ao seu efeito antioxidante, a melatonina poderia ser util na prevencao
e/ou evolucdo de doencas que possuem o estresse oxidativo celular como
um dos componentes de suas patogéneses. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi investigar se o tratamento com a melatonina previne o estresse
oxidativo hepatico em ratas ovariectomizadas. Ratas Wistar foram divididas
em quatro grupos: controle ndo tratadas (CON); controle tratadas com
melatonina (CON+MEL); ovariectomizadas nédo tratadas (OVX) e
ovariectomizadas tratadas com melatonina (OVX+MEL). A melatonina foi
administrada por gavagem (10 mg/kg dose diaria) as ratas dos grupos
CON+MEL e OVX+MEL, por 16 semanas. Foram avaliados parametros
enzimaticos e ndo enzimaticos do estresse oxidativo hepatico. A melatonina
elevou os niveis de glutationa reduzida e diminuiu o conteudo de proteinas
carboniladas em diferentes fracdes celulares. No entanto, aumentou 0s
niveis de peroxidagdo lipidica em ratas OVX+MEL. Em conclusdo, a
melatonina foi capaz de proteger parcialmente o figado de ratas
ovariectomizadas possivelmente neutralizando radicais livres.

Introducao

A condicdo de pdés-menopausa estd marcada por alteracdes acentuadas no
metabolismo de lipideos e carboidratos, elevando a incidéncia de um
conjunto de distirbios conhecidos conjuntamente como sindrome
metabdlica. E relevante desenvolver estudos que fornecam mais subsidios
para o entendimento dos complexos processos deletérios decorrentes do
armazenamento excessivo de gordura em individuos do sexo feminino
durante os periodos de pés-menopausa. Devido ao seu efeito antioxidante, a
melatonina poderia ser util na prevencdo e/ou evolucdo de doencas que
possuem 0 estresse oxidativo celular como um dos componentes de suas
patogéneses. Por isso, 0 presente trabalho almejou avaliar se a melatonina
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seria capaz de proteger o figado contra as anormalidades metabdlicas que
envolvem o estresse oxidativo celular, decorrentes da esteatose induzida por
deficiéncia estrogénica em ratas ovariectomizadas (Hermoso et al., 2016).

Materiais e Métodos

Ratas fémeas Wistar, de 45 dias de idade, foram divididas em quatro grupos:
controle ndo tratadas (CON); controle tratadas com melatonina (CON+MEL);
ovariectomizadas nado tratadas (OVX) e ovariectomizadas tratadas com
melatonina (OVX+MEL). Os animais foram anestesiados com tiopental (50
mg/Kg, i.p.) em associacdo com lidocaina (4 mg/Kg) (CONCEA, 2013). A
cirurgia de ovariectomia (retirada dos ovarios) foi realizada em ratas OVX e
OVX+MEL. Em ratas CON e CON+MEL, os ovarios foram expostos, mas
nao removidos (Hermoso et al., 2016). No dia seguinte, apds o ato cirargico,
uma dose de 10 mg/Kg de melatonina, dissolvida em solucédo salina (0,9%),
foi administrada diariamente as ratas do grupo OVX+MEL e CON+MEL por
sonda esofagica (volume final de 400 pL). As ratas dos grupos CON e OVX
receberam o mesmo volume de solugdo salina (0,9%) (Hermoso et al.,
2016). Apés as 16 semanas de tratamento os animais foram submetidos a
anestesia e/ou eutanasia observando as normas vigentes da Comisséao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa CEUA/UEM,
(CEUA n° 080/2014).

Homogenatos totais, citosolicos ou mitocéndrias foram obtidos do figado de
ratas em jejum e utilizados para quantificar GSH, proteinas carboniladas,
conteudo de malondialdeido (MDA), atividades enzimaticas e geracao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hermoso et al., 2016).

Resultados e Discussao

O conteudo de proteinas carboniladas aumentou em 46% nas ratas OVX
quando comparado as ratas CON. O tratamento com a melatonina em ratas
OVX diminuiu o conteudo de proteinas carboniladas em 89% quando
comparadas ao grupo OVX (Figura 1, Painel A).
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Figura 1 - Efeitos da melatonina sobre os parametros do estresse oxidativo em
homogenatos totais ou fragfes citosélicas do figado. (A) Conteddo de proteinas
carboniladas; (B) Conteudo de glutationa reduzida; (C) Peroxidagao lipidica no figado
(TBARS). Os valores estao expressos com a média de 5-12 experimentos individuais. As
barras verticais representam o EP. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre os
valores como revelado por andlise de varidncia (ANOVA — teste de Newman Keuls):
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Os niveis de GSH, os quais reduziram em ratas OVX (-19,3%) quando
comparadas ao grupo CON foram parcialmente restaurados com o
tratamento (OVX+MEL) em +27%. Cabe citar que a melatonina nédo alterou
nenhum destes parametros em ratas CON (Figura 1, Painel B). O contetdo
de MDA aumentou (+19%) nas ratas OVX em relacdo as ratas CON. O
tratamento ndo foi capaz de diminuir o conteddo de MDA no grupo
OVX+MEL, mas aumentou o mesmo em 47% e 24% quando comparado
com ratas CON e OVX, respectivamente (Figura 1, Painel C).

Na avaliacdo do estresse oxidativo mitocondrial, ratas OVX apresentaram
conteudos elevados (+56,15%) de proteinas carboniladas quando
comparadas as ratas CON (Figura 2, Painel A), sendo esta alteracéo
parcialmente revertida (-24,23%) pelo tratamento (OVX+MEL). Ja os niveis
de GSH (Figura 2, Painel B) nao diferiram significativamente entre os quatro
grupos de ratas.

A atividade das enzimas glicose 6-fosfato-desidrogenase, glutationa
peroxidase 3, glutationa redutase, superoxido dismutase, catalase e a
geracdo mitocondrial de ROS nao diferiram entre 0s quatro grupos
estudados (dados ndo mostrados).
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Figura 2 - Efeitos da melatonina sobre os parAmetros do estresse oxidativo em
mitocéndrias isoladas. (A) Conteldo de proteinas carboniladas; (B) Contelido de glutationa
reduzida. Os valores estdo expressos com a média de 5-12 experimentos individuais. As
barras verticais representam o EP. Os asteriscos indicam diferencas significativas entre os
valores como revelado por andlise de varidncia (ANOVA — teste de Newman Keuls):
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

No presente trabalho, entre os efeitos da melatonina destacam-se as
alteracdes nos niveis de GSH, que foram restaurados em ratas OVX+MEL.
A melatonina também melhorou o estado redox no figado através da
reducdo do conteudo de proteinas carboniladas citosélicas e mitocondriais.

Por outro lado, os niveis de peroxidagdo lipidica em homogenatos totais do
figado aumentaram em ratas OVX+MEL. Pode-se sugerir que o aumento
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dos niveis de peroxidacdo lipidica citosolicos em ratas OVX+MEL seja
decorrente de acbes pro-oxidantes (Hermoso et al., 2016). Em parte, tais
acbes podem ter ocorrido devido ao longo tratamento (4 meses) e
consequentemente niveis intracelulares de melatonina elevados. Sabe-se
que a melatonina se acumula em fragcOes lipidicas nas células e, desta
forma, a mesma poderia atuar como pro-oxidante, uma vez que acodes
antioxidantes e pro-oxidantes sdo dependentes da concentracdo (Hermoso
et al., 2016).

Os resultados indicam que a melatonina atua via mecanismos que n&o
envolvem enzimas antioxidantes. Desta forma, a eliminagdo direta dos
radicais livres pela melatonina (Reiter e Tan, 2003), poderia prevenir a
carbonilacdo de proteinas mitocondriais e citosdlicas, além da deplecdo de
GSH citosodlico em condicdes de estresse oxidativo (Hermoso et al., 2016).
Sendo assim, pode-se inferir que a administracdo farmacolégica da
melatonina ndo deve ser utilizada como tratamento preferencial no caso da
deficiéncia estrogénica em ratas ovariecomizadas. O tratamento com a
melatonina poderia ser complementar a outros tratamentos, sendo benéfico
na diminuigao de fatores de risco para o desenvolvimento de comorbidades
relacionadas a esteatose hepatica (Hermoso et al., 2016).

Conclusodes

Em conclusédo, o tratamento preventivo utilizando a melatonina exerceu
efeitos benéficos e maléficos. No geral, a melatonina protegeu parcialmente
o figado de ratas ovariectomizadas contra o estresse oxidativo celular,
possivelmente devido a sua acéo direta de remocdao de radicais livres.
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