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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) caracteriza-se pela neurodegeneracdo progressiva e irreversivel
decorrente de lesdes moleculares decorrentes do acimulo de placas neuriticas carregadas de -
amiloide e emaranhados neurofibrilares causando perda progressiva da memodria e das funcGes
cognitivas. Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar alteracbes na atividade da superdxido
dismutase no hipocampo de ratos induzidos ao Alzheimer e suplementados via gavagem por
melatonina. Os animais foram divididos em cinco grupos (N=12): Grupo 1: Controle (ndo operado)
que receberam veiculo por gavagem (CONTROLE-SALINA, CS) , Grupo 2: animais SHAM
(Operacao de Alzheimer) que receberam a injecdo do veiculo de diluicdo de melatonina (SHAM-
SALINA,SS), Grupo 3: animais SHAM que receberam melatonina (SHAN-MELATONINA, SM),
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Grupo 4: animais induzidos ao Alzheimer que receberam somente o veiculo (ALZHEIMER-
SALINA, AS), Grupo 5: animais induzidos ao Alzheimer que receberam melatonina
(ALZHEIMER- MELATONINA, AM) e por meio de testes de equilibrio redox, analisou-se a
atividade da superoxido dismutase (SOD) verificando um aumento na defesa antioxidante, inclusive
na suplementacdo do grupo 3. Conclui-se que a Melatonina pode melhorar as defesas antioxidantes
em resposta a Doenca de Alzheimer.

Palavra-Chave: Alzheimer,Deméncia, Melatonina e Superoxido Dismutase.

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is characterized by progressive and irreversible neurodegeneration
resulting from molecular lesions resulting from the accumulation of neuristic plaques loaded with
B-amyloid and neurofibrillar entanglements causing progressive loss of memory and cognitive
functions. Therefore, the objective of this study was to identify alterations in the activity of
superoxide dismutase in the hippocampus of rats induced to Alzheimer and supplemented via
gavage by melatonin. The animals were divided into five groups (N=12): Group 1: Control (non-
operated) that received vehicle by gavage (CONTROLE-SALINA, CS), Group 2: SHAM animals
(Alzheimer's Operation) that received the injection of the melatonin dilution vehicle (SHAM-
SALINA,SS), Group 3: SHAM animals that received melatonin (SHAN-MELATONINA, SM),
Group 4: Alzheimer induced animals that received only the vehicle (ALZHEIMER- SALINA, AS),
Group 5: Alzheimer induced animals that received melatonin (ALZHEIMER- MELATONIN, AM)
and through redox balance tests, the activity of superoxide dismutase (SOD) was analyzed, verifying
an increase in the antioxidant defense, including the supplementation of group 3. It was concluded
that Melatonin can improve antioxidant defenses in response to Alzheimer's disease.

keyword: Alzheimer's, Dementia, Melatonin and Superoxide Dismutase.

1 INTRODUCAO

A expectativa de vida estd aumentando e patologias inesperadas como as doencas
neurodegenerativas, aumentam radicalmente devido a novos conhecimentos terapéuticos e
farmacolégicos (WHO, 2014).

Dentre essas doencas destaca-se a deméncia, enfermidade neurodegenerativa causada por
danos em células nervosas do encéfalo, chamadas de neurdnios, que se tornam incapazes de
funcionar normalmente e podem morrer. A morte neuronal pode levar a mudancas na memoria,
comportamento e capacidade de pensar com clareza e, eventualmente, prejudicar a capacidade de
realizar fungdes corporais basicas, como caminhar, alimentar-se, vestir-se, deglutir, etc. As pessoas
nos estagios finais da doenca ficam impossibilitadas de realizar essas fungdes sem o auxilio de
cuidadores (BEAR, CONNORS, PARDISO, 2008).

A doenca de Alzheimer (DA) ¢é a forma mais cotidiana da deméncia, neste caso, os danos
causados ao encéfalo sdo irreversiveis e ndo podem ser interrompidos. Caracteriza-se como uma

doenca neurodegenerativa por lesdes moleculares decorrentes do acimulo de placas neuriticas
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carregadas de f3- amiloide e emaranhados neurofibrilares causando danos oxidativos e inflamatdrios,
levando a falhas no metabolismo energético e disfungdo sinaptica, gerando déficits em diversos
neurotransmissores, como acetilcolina, noradrenalina e serotonina (QUERFURTH E LA FERLA,
2010).

Na DA especialmente em comparagdo com outros tipos de doengas senis 0s niveis de
melatonina estdo bem mais diminuidos em relacdo a individuos saudaveis, este e outros indicios nos
levam a ideia de que este horménio poderia servir de estratégia terapéutica na DA, pela patologia
apresentar também disfuncdo do reldgio circadiano e processos inflamatérios (HARDELAND,
2012), ademais a substancia apresenta caracteristicas anti-inflamatdrias, antioxidativa, anti-
apoptdtica (HARDELAND et al., 2011), influencia no metabolismo da glicose (LIMA et al., 1998)
em antagonismo com efeitos observados no mal de Alzheimer como resumidos na imagem 1, a
dismutacdo do O2 « (potencialmente prejudicial a célula) a H202 é muito rapida e pode ocorrer
tanto de forma espontanea como catalizada pela enzima superéxido dismutase sendo essa enzima

considerada a primeira defesa antioxidante em diversos contextos (BHATTACHARJEE, 2010).

Imagem 1: efeitos fisiologicos divergentes entre melatonina representado em verde e 0 mal de Alzheimer representado
em vermelho.

Metabolismo da glicose (LIMA et al., 1998)
Anti-inflamatéria (MAYO et al., 2005)

Imunomodulatéria (GUERRERO & REITER, 2002)

Anti-apoptdse ( Wu et al., 2011),

Antioxidante (HARDELAND, FUHRBERG, 1996)

et Y

Fonte: Proprio autor.

2 JUSTIFICATIVA

O numero de idosos no Brasil tem aumentado, a proporcdo de individuos com idade igual
ou superior a 60 anos cresceu de 6% em 1975 para 7,9% em 2000, estimando-se que chegue a 15,4%
em 2025 (IZQUIERDO, 2002). Na idade avancada aumenta a incidéncia de doencas

neurodegenerativas, dentre as quais as que se denominam deméncias.
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Com o avanco da idade os niveis de melatonina decaem progressivamente, variando de um
individuo para outro, essa reducdo pode ter varias causas: deterioracdo progressiva do sistema
nervoso central (SNC), dificuldade na transmissao neuronal para a pineal (comumente observada
em doencas neurodegenerativas) e calcificacdo da glandula pineal, porém ndo é apenas no
envelhecimento que ela decai, também ocorre em patologias neuroldgicas, condigdes estressantes,
doencas cardiovasculares, cancer, distlrbios enddcrinos e metabdlicos, além de hébitos diarios
como a alteracédo do ciclo claro-escuro (HARDELAND, 2012).

E necessério usar um modelo animal quando as limitacdes para se investigar uma doenca
humana podem envolver aspectos éticos ou inerentes a propria doenca e ao modo de investigacao,
assim o modelo pela inducdo de beta amildide atende aos requisitos por permitir o estudo dos
fendmenos bioldgicos ou de comportamento do animal, induzir um processo patologico espontaneo
que pode ser investigado, e apresentar o fenbmeno, em um ou mais aspectos, semelhante ao
fendmeno em seres humanos (RUSSELL, 2001; SALEN, 1995).

3 OBJETIVO
O estudo tem como objetivo, comparar em hipocampos de ratos Wistar submetidos ao
modelo experimental de Alzheimer por B-amildide e suplementados com melatonina, a atividade da

enzima antioxidante Super Oxido Dismutase (SOD).

4 METODOLOGIA

O projeto esta aprovado pelo comité de ética animal da Universidade Estadual do Ceara
registrado sob o nimero 2214971/2017. A pesquisa se desenvolveu no Laboratdrio de Bioquimica
e Expresséo Génica (LABIEX).

Os animais foram divididos em cinco grupos (N=12): Grupo 1: Controle (n&o operado) que
receberam veiculo por gavagem (CONTROLE-SALINA, CS)!, Grupo 2: animais SHAM (Operacéo
de Alzheimer) que receberam a injecéo do veiculo de diluicdo de melatonina (SHAM-SALINA,SS),
Grupo 3: animais SHAM que receberam melatonina (SHAN-MELATONINA, SM), Grupo 4:
animais induzidos ao Alzheimer que receberam somente o veiculo (ALZHEIMER- SALINA, AS),
Grupo 5: animais induzidos ao Alzheimer que receberam melatonina (ALZHEIMER-
MELATONINA, AM).

1 Os animais do Grupo 1 visavam mostrar que ndo ocorriam alteragdes comportamentais no teste do labirinto aquatico
decorrentes da falsa cirurgia (SHAM), visando evitar sofrimento animal desnecessario os animais nao foram utilizados
nos testes bioquimicos e histologicos.
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Os ratos wistar submeteram-se a uma cirurgia estereotaxica para injecéo intrahipocampal de
400 pmol de B-amildide 1-42 em um volume de 0,5 (1L ou PBS. Para a inducdo ao Alzheimer, o
agregado B-amildide foi preparado a partir de uma solucdo de amildide-B1-42 (Sigma-Aldrich, Inc.)
em solucdo salina (1ug/uL) (LEE et al., 2012) com pH 7,4. A solucéo foi incubada a 37°C durante
3 dias para formar o agregado f-amildide e armazenado a 70°C. Os animais foram anteriormente
anestesiados com a associacdo de Ketamina (100 mg / kg) e Xilasina (10 mg/kg) 59 59 via
intraperitoneal e fixados em estereotaxico (Insight Ltda). Em seguida, foi realizada a tricomia
craniana e incisdo sagital para expor o bregma no cérebro. A agulha foi entdo baixada para dentro
do cérebro a uma velocidade de 0,8 mm / min e, em seguida, mantida no lugar durante 2 minutos
antes de inje¢do (ZHOUET al., 2014). Posteriormente, o agregado A foi infundido (1uL/3min)
(Lee et al., 2012), bilateralmente intracerebroventricular, utilizando uma agulha de calibre 27 ligada
a uma micro seringa (Hamilton) com a ajuda do aparelho de estereotaxia nas coordenadas: AP: 0,8
mm ao bregma; LL: 1,5 mm e DV: 3,6 milimetros abaixo da superficie do cérebro (PAXINOS &
WATSON, 2009), (figura 2). Ap0s a inje¢do, a agulha é deixada para repousar no local durante 5
min e em seguida, retirada a uma taxa de 0,4mm/min, para assegurar a adequada difusdo (ZHOU et
al., 2014). O volume total de injecéo intracerebroventricular (ICV) foi de 10ul de agregado AP
bilateralmente (5uL) (ZHANG et al., 2015). Apo6s o procedimento cirurgico realiza- se a sutura,
assepsia com é&lcool iodado e administrado solucdo salina (1mL, subcutdneo) para evitar a

desidratacéo.

Figura 2: Area alvejada na cirurgia estereotéxica. O ponto em vermelho indica com precis&o o local do hipocampo onde
foi inoculado o agregado de AB1-42 durante a cirurgia estereotaxica.
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Fonte: PAXINOS; WATSON, 2009.

4.1 ANALISES BIOQUIMICAS
Preparo dos homogenatos
Para a homogeneizacao e extracdo de proteinas foi utilizado o tampé&o fosfato de sddio

110mM (pH 7,4). O tampéo foi colocado na proporgédo de dez vezes o peso do tecido por
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micrograma. Apos a adicdo do tampéo as amostras foram centrifugadas a 14000 RPM durante 20
minutos na temperatura de 4 o C. Apos o término da centrifugacgdo foi retirado o sobrenadante dos

eppendorfs e armazenados a -80 o C até o seu uso.

Determinacdo da Superédxido Desmutase (SOD)

Este ensaio teve como objetivo verificar a auto-oxidacdo da adrenalina pela acdo da
Superoxido desmutase. Primeiramente, o ensaio foi realizado com a montagem do “branco” onde
foi adicionado 970uL de tampao glicina juntamente com 10uL de catalase e 20uL. de adrenalina,
lida em espectofotdmetro a 480nm durante 3 minutos em cubetas de quartzo. Apos essa analise, foi
adicionado 960, 950 ou 930uL de tampao glicina respectivamente com 10, 20 ou 40uLL de amostra
com 10pL de catalase e 20uL de adrenalina e imediatamente lida em espectofotometro a 480nm
durante 3 minutos em cubetas de quartzo. Os resultados foram normalizados pelo valor de proteina
e expressos em U SOD/mg de proteina (BANNISTER; CALABRESE, 1987).

5 RESULTADOS
5.1 PESO

Apobs a classificacao e distribuicdo dos animais em seus respectivos grupos, foi realizada a
pesagem dos mesmos, ndo sendo constatada nenhuma diferenca estatistica entre os grupos (CS,
261,7+5,1g; SS, 259,615,6g; SM, 260,4+3,3g; AS, 260,9+3,1g, AM, 258,3+5,79), resultado em
média * erro padrdo. Todavia, ao final do tratamento de aproximadamente quatro semanas, foi
identificado diferencas estatisticas entre os grupos (CS, 320,2+8,9g; SS, 318,2+8,9¢; apresentando
valores de massa corporal superior a SM, 302,3+3,3g; AS, 299,1+8,8g, AM, 304,5+6,1g). No
entanto, foi encontrado aumento significativo em todos os grupos quando comparado o peso inicial
com o peso final (p<0,05) (Figura 12). O grupo Controle Salina objetiva mostrar que a falsa
operacdo ndo induz diferenca nos resultados de comportamento (grupos SHAM), assim o grupo SS

pode ser o0 grupo controle nos testes subsequentes.
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Variacdo do peso dos animais na pesagem inicial e precedendo o sacrificio.

400
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Fonte: Préprio autor.

Figura 12 - Andlise da massa corporal dos animais. A partir do teste ANOVA two-way post
hoc Tukey observamos que houve diferenga estatistica no peso (g) dos animais entre 0s grupos no
inicio e no final dos procedimentos experimentais, onde foram identificados diferencas entre os
grupos. Verificou-se que ao final dos procedimentos experimentais houve um aumento na massa
corporal dos grupos em relacdo ao seu peso inicial; (*) indica diferenca estatistica em relacdo ao
mesmo grupo no inicio dos procedimentos (p<0,05), os grupos S.M, A.S e A.M, diferem dos grupos
C.SeS.S, apos o tratamento, com p valor de 0,0009, 0,00204 e 0,00454 respectivamente (simbolo

#).

5.2 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Foi investigado o efeito do agregado de B-amiloidel-42 (AB1-42), no sistema antioxidante
enddgeno hipocampal e a resposta da suplementagdo com MEL, avaliando a atividade das enzimas
que combatem o desequilibrio redox.

Em relacdo a atividade da superoxido dismutase (SOD), na figura 3 utilizando ANOVA two-
way post hoc Tukey foi observada diferenca significativa entre os grupos rejeitando a hipétese nula
(H #0) e p value <0,001.

Apresentam 0s seguintes valores de media, mais erro padrdo: SHAM-
SALINA,12,87+3,26,ALZHEIMER-SALINA,172,40+20,09,SHAM-MELATONINA,
108,23+23,25 E ALZHEIMER-MELATONINA, 207+24 U SOD/mg proteina, (n=6).
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Figura 3: Resultado na agdo da maior atividade da superéxido dismutase em animais induzidos ao Alzheimer e
suplementados com melatonina.
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Fonte: Proprio autor

Para comparagOes entre grupos temos que, todos os grupos (AS, SM e AM) diferem do
controle SS (*), o grupo que recebeu o agregado (AS) em relacdo ao grupo controle (SS) tem
atividade enzimética da SOD maior com p value de 0,0001, AM tem valor de atividade enzimatica
superior a SS, com p value de 0,0209, da mesma forma que o grupo SM (p <0,0001) e r square de
0,9082 e o0 grupo AM (p<0,0001) e r square de 0,9757, na comparagao entre 0s grupos induzidos
ao Alzheimer (AS x AM), (#), AM tem valor maior de SOD que o grupo AS, com p value de 0,0001

e, todos os valores com diferenca significativa (p<0,05) e os valores two-tailed para o p value.

6 DISCUSSAO
A doenca de Alzheimer (DA) esta associada a acumulacbes de peptideos amiloides

ocasionando dano oxidativo, disfuncdo mitocondrial, inflamag&o, deméncia e neurodegeneracéo,
esta intimamente relacionada a perda de neurdnios, especialmente, em areas relacionadas a
memoria, trata-se de uma doenca idiopatica e de dificil diferenciacdo entre suas causas ou
consequéncias, o que proporcionou diversas hipoteses e tratamentos inerentes a estas (ZHAO et al.,
2012; FARGO; BLEILER, 2014).

No presente estudo, os animais avaliados ganham peso durante o experimento em relacao ao
inicio destes, contudo com diferenca entre os grupos no peso final, trabalho de Ferreira em 2015 ja
sugeriria essa alteragcdo no ganho de peso dos animais suplementados com melatonina (SM e AM),
esta ocasionando perda de peso, os animais induzidos a Doenca de Alzheimer (AS) também
apresentaram peso final inferior ao controle, esses resultados véo de encontro com diversos estudos
na literatura (FARLOW et al., 2013; ALBANESE et al., 2013), contudo estes trabalhos sdo

relacionados a perda de peso em pacientes humanos com DA, sem registro em modelo animal.
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Presume-se papel da melatonina nos adipécitos, além de efeitos na insulina espécie dependente
(CIPOLLA-NETO et al, 2014) e percebe-se essa reducdo de peso com alteragdo glicémica tambem
em animais induzidos ao Alzheimer (MACHADO et al, 2009), ademais 0s mecanismos exatos
responsaveis por essas alteracées no peso dos animais devem ser melhores elucidados.

Foi observado também um aumento das defesas antioxidantes, na quantificacdo da SOD, ndo
ha evidéncia experimental de que o stress oxidativo é um fator que inicia DA, entretanto espécies
reativas de oxigénio provavelmente desempenham um papel crucial, o que foi apresentado também
neste trabalho. Desta forma, encontrar compostos que inibam a geracdo de espécies reativas de
oxigénio deve retardar a progressdo da doenca. Estas substancias devem prioritariamente ter
capacidade antioxidantes e propriedade de passar a barreira hematoencefalica (POHANKA, 2014).

A melatonina é um antioxidante terminal, ndo enzimatico e ndo pré-oxidativo (TAN et al.,
2002), que possui a capacidade de detoxificacdo de radicais livres em concentracdes fisioldgicas e
farmacoldgicas, sendo utilizada em outras pesquisas para prevenir as EROs (REITER et al., 2007),
propormos um modelo descrito na figura 4, com uma escala vetorial de tamanho da imagem da SOD
refletindo sua acdo, atribuimos o aumento do grupo 3 SM a acéo de estimulo da MEL na producéo
das demais enzimas antioxidante, contudo é pertinente mencionar que em outro estudo nosso ainda
ndo publicado, grupo de animais suplementados com melatonina tinham aumento da glicemia apds
gavagem de glicose em jejum, embora normalizassem a respostas dos animais induzidos ao
Alzheimer em valores semelhantes ao controle, assim € necessario maior investigacdo para avaliar

a atuacdo da MEL em animais saudaveis.

Figura 4: llustracdo quantitativa em escala de tamanho, da superoxido dismutase na melatonina natural (A), presenca
de AB1-42 (B), sham suplementado com melatonina (C) e presenga de ABI -42 e suplementacdo com Melatonina.

o Fgo

\

Superoxido dismutase

n Fsae  Metatonina
S

B-amiloide1-42
Fonte: Proprio autor.
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A eficiéncia antioxidante da melatonina pode ser devido a sua capacidade quelante de
radicais livres, ao estimulo exercido sobre a enzima antioxidante, neste estudo em todas as
comparac0es do grupo controle (SS), a MEL (SM), aumentou estatisticamente a atividade da enzima
superdxido dismutase (SOD) e aumentada em animais com a DA (DUMONT, 2009; GSELL, 2005)
corroborando com nossos resultados SS - 12,87+3,26, AS - 172,40+£20,09 U SOD/mg proteina, esta
enzima converte o oxigénio prejudicial em peroxido de hidrogénio menos reativo, catalisando a
dismutacdo do superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio (figura 5), 0 aumento da sua
atividade esta relacionada a tolerancia ao estresse (SUN, OBERLEY, LI, 1988).

Figura 5: Acdo da superoxido dismutase esta enzima catalisa a dismutacdo do superdxido em oxigénio e peroxido de
hidrogénio. Devido a isto, ¢ uma importante defesa antioxidante na maioria das células.

Fonte: Préprio autor.

Markesbery, 1996, alerta para diferente atividade enzimatica dependendo da regido avaliada
e que no hipocampo a atividade da SOD é aumentada em stress como a DA, como mencionado
anteriormente a MEL induz ao aumento enzimatico, o que foi percebido também neste trabalho,
com o grupo SM apresentando 108,23+23,25 e 0 grupo submetido ao Alzheimer mais a

suplementacdo (AM) com atividade de 207+24 U SOD/mg proteina, maior atividade da enzima.

7 CONCLUSAO

A infusdo de APi4> foi capaz de gerar alteracbes comportamentais em curto prazo, foi
observada reducdo no aprendizado, bem como diminuicdo na memdria espacial. Nosso modelo
também apresentou a perda de peso caracteristica da doenga, além de apresentar aumento do stress
oxidativo e nimero de neurdnios apoptdticos, com a presenca de placas senis e emaranhados
neurofibrilares, as duas lesdes que caracterizam a doenca de Alzheimer.

A suplementagdo com Melatonina melhorou as alteragdes citadas, com reducéo do peso dos
animais, diferenca nos resultados dos testes de labirinto aquéatico, aumento da atividade da enzima

Superoxido dismutase.
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Desta forma a melatonina parece ser uma ferramenta interessante para manutengéo da satde
encefalica e como seus indices diminuem muito com a velhice esta aparenta ter correlagdo com as

doencas senis em especial com a doenca de Alzheimer.
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