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RESUMO

PREVIDE, R. M. Efeito da pinealectomia na expressdo e atividade das enzimas
antioxidantes no cértex pré-frontal, figado e séleo. 2011. 46 f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2011.

A melatonina é uma indolamina produzida e secretada pela glandula pineal, sendo um
sinalizador tanto circadiano como sazonal para o organismo. Suas func¢bes também estdo
implicadas em regulagdes de diversos parametros como o metabolismo de carboidratos,
homeostase mitocondrial, ciclo vigilia-sono e processos antienvelhecimento. O objetivo do
presente estudo foi verificar em ratos Wistar o efeito da pinealectomia na expressdo génica e
atividade das enzimas antioxidantes no cortex pré-frontal, figado e séleo utilizando para este
fim animais controles, pinealectomizados e pinealectomizados repostos com melatonina. Os
animais foram sacrificados 60 dias apds a cirurgia em 4 pontos distribuidos igualmente ao
longo do dia, sendo dois do fotoperiodo (ZT6 e ZT12) e dois do escotoperiodo (ZT18 e
ZT24). A expressdo génica da glutationa peroxidase, catalase e superdxido dismutases 1 e 2
foram avaliadas por PCR em tempo real e a atividade enzimatica da glutationa peroxidase e
da catalase por espectrofotometria. Foi detectada uma redugdo na expressdo do RNA
mensageiro da glutationa peroxidase no séleo de animais pinealectomizados no ZT18 e uma
atividade aumentada da mesma enzima no animal pinealectomizado no ZT6. No cortex pré-
frontal foi detectado um aumento de atividade da glutationa peroxidase em animais
pinealectomizados no ZT24. Conclui-se que a auséncia de melatonina altera o padrdo de
expressdo da glutationa peroxidase no séleo e provoca um aumento na atividade da mesma

enzima no coértex pré-frontal e no séleo.

Palavras chave: Melatonina. Pinealectomia. Glutationa peroxidase. Catalase. PCR em tempo
real.



ABSTRACT

PREVIDE, R.M. Effect of pinealectomy on the expression and activity of antioxidant
enzymes in the prefrontal cortex, liver and soleus. 2011. 46 p. Masters thesis (Human
Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Melatonin is an indolamine synthesized and secreted by the pineal gland during the night,
being both a circadian and seasonal signal for the organism. Besides that, melatonin is also
involved in the regulation of various parameters such as carbohydrate metabolism,
mitochondrial homeostasis, sleep-wake cycle and antiaging processes. The purpose of this
study was to investigate the effect of pinealectomy on gene expression and activity of
antioxidant enzymes in the prefrontal cortex, liver and soleus muscle using for this purpose
control, pinealectomized and melatonin-treated pinealectomized rats. The animals were
sacrificed 60 days after surgery in four points evenly distributed throughout the day, two
from the photoperiod (ZT6 and ZT12) and two from the dark period (ZT18 and ZT24).
Glutathione peroxidase, catalase and superoxide dismutase 1 and 2 gene expression was
evaluated by qPCR and glutathione peroxidase and catalase enzyme activity was assessed by
spectrophotometry. A reduction of glutathione peroxidase mRNA expression was found in
the soleus muscle of pinealectomized animals at ZT18 and an increased activity of the same
enzyme at ZT6 was observed in this group compared to control. The prefrontal cortex
presented an increased activity of glutathione peroxidase in the pinealectomized animals at
ZT24. We conclude that the absence of melatonin alters the expression pattern of glutathione
peroxidase in the soleus muscle and causes an increase in the activity of the same enzyme in

the prefrontal cortex and soleus.

Key words: Melatonin. Pinealectomy. Gluthatione peroxidase. Catalase. g°PCR
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1 INTRODUGCAO
1.1 Melatonina

O hormonio melatonina é secretado pela glandula pineal, possuindo tanto ritmicidade
circadiana e sazonal de secrecdo, ambas mantidas sob o controle do oscilador circadiano
localizado no ndcleo supraquiasmatico do hipotdlamo. A melatonina, que € secretada durante
a noite com duragdo inversa ao do fotoperiodo, participa na transmissao da mensagem
circadiana e sazonal para o organismo (SIMONNEAUX e RIBELAYGA, 2003).

A melatonina é uma indolamina (figura 1), cujos dois grupos funcionais acetil e
metoxi sdo decisivos para a especificidade de ligacdo a receptores e também para a
caracteristica anfifilica da molécula, a qual permite sua entrada em qualquer célula,
compartimento ou fluido corpéreo (POEGGELER et al., 2002).

I-------I
1 1 H 1 1
I / o, 1 |
10 1 - I 1
9 | |
6

N
H !

Figura 1. Estrutura quimica da melatonina. Os carbonos 2 e 3 do anel pirrélico conferem a
capacidade antioxidante da molécula e os grupos acetil e metoxi conferem a caracteristica
anfifilica a molécula
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antioxidantes, ser reguladora de enzimas, de mecanismos de apoptose e da funcdo
mitocondrial (CIPOLLA-NETO e AFECHE, 2008).

Outro papel importante que tem de ser considerado é que o perfil plasmético diario da
melatonina apresenta uma variagdo caracteristica ao longo do desenvolvimento ontogenético
dos mamiferos, quais sejam: a sua producdo e secrecdo sdo maximas na infancia, apresentam
uma pequena reducdo na puberdade, estabilizam-se na fase adulta, reduzindo
consideravelmente em idosos. Essas caracteristicas de producdo e secrecdo da melatonina
pela pineal fazem dela um importante marcador temporal ontogenético, promovendo
processos adaptativos desde a infancia até a velhice (CIPOLLA-NETO e AFECHE, 2008).

A concentracdo plasmatica no momento do pico noturno é, no rato, de
aproximadamente 100 pg/mL (0,43 x 10° M) (VOLLRATH, 1981). No entanto, deve-se ter
cuidado ao considerar esta como a Unica dose “fisioldgica”, uma vez que em certos tecidos e
compartimentos a melatonina pode ser encontrada em concentracdes mais altas (até 100 a
1000 vezes maior), como no liquor, por exemplo (REITER e TAN, 2003).

Foram identificados receptores para melatonina de membrana plasmatica tanto de alta
afinidade, denominados MT; e MT,, quanto de baixa afinidade, denominado MTj3. Existem
também receptores nucleares, no caso RZR/ROR (CONWAY et al., 2000).

Os receptores de alta afinidade MT; e MT, pertencem a superfamilia dos receptores
ligados a proteina G, ligando-se a proteina G; e promovendo uma reducdo na producdo do
AMPc (MORGAN et al., 1994). O receptor MT, além de ligar-se a G;, tem afinidade pela
proteina Ggy11 que lhe confere a caracteristica de poder aumentar a producéo de diacilglicerol
e IP3, podendo resultar em maior concentracdo intracelular de célcio e atividade da PKC
(BARRETT et al., 1996). Por outro lado, estd demonstrado em vérios sistemas que a
melatonina, mediada pelo receptor MT;, pode ativar correntes retificadoras de potéssio,
diminuindo a despolarizacdo celular e resultando em uma reducdo do influxo de célcio
atraveés dos canais de calcio dependentes de voltagem. Os mecanismos mobilizados pela G;
quando o receptor MT, é ativado podem resultar em uma reducdo do GMPc, além de implicar
na mobilizacdo de dois mecanismos de transducdo intracelular: um dependente do
componente o (inibicdo da adenilato ciclase) e outro dependente do componente By,
resultando na ativacao da fosfolipase C (REPPERT; WEAVER; GODSON, 1995).

Existem também sitios de producdo de melatonina fora da pineal, como na retina, no

trato gastrointestinal e leucdcitos, onde ela tem acdo autdcrina e parécrina. Porém, em
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mamiferos, esses sitios ndo contribuem em nada para a melatonina circulante
(HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI, 2006).

1.2 O metabolismo do animal pinealectomizado

Diversos sdo os trabalhos que demonstram existir alteracbes no metabolismo
energético do animal pinealectomizado. No trabalho de Picinato et al. (2002), ilhotas
pancreédticas foram extraidas tanto de animais intactos quanto de animais pinealectomizados.
A pinealectomia induziu um aumento na secrecdo de insulina estimulada por glicose e na
oxidacdo de glicose, além de alteragdes na amplitude ritmica e um avanco de fase para as
curvas diarias das ilhotas incubadas com glicose 8,3 mM, condi¢do semelhante a do animal
alimentado e onde supostamente as células estdo mais ativas.

Animais pinealectomizados submetidos ao teste de tolerancia a glicose intravenosa
tiveram resultados alterados principalmente no periodo da tarde com responsividade do
transporte de glicose reduzida em 33% e o contetido de GLUT-4 reduzido em 40% no tecido
adiposo peri-epididimal. Esses resultados demonstram que a pinealectomia é responsavel
tanto pelo comprometimento tanto da secrecdo de insulina como de sua acdo (LIMA et al.,
2008).

No trabalho de Borges-Silva, 2005 foi verificado que efeitos do exercicio fisico como
aumento na lip6lise basal e na estimulada por isoproterenol, aumento na incorporacdo de
palmitato (esterificacdo), reducdo da incorporacdo de acetato (lipogénese) em lipidios e niveis
de leptina circulante diminuidos ndo foram verificados em animais pinealectomizados. Os
mesmos individuos pinealectomizados treinados apresentaram ainda uma reducdo na lipdlise
e um aumento na taxa de incorporagéo de acetato.

Animais pinealectomizados treinados apresentam uma reducdo na capacidade
aerodbica e no conteudo de glicogénio do figado e do musculo, como também um aumento na
atividade nas enzimas dos adipdcitos envolvidas no metabolismo intermediario como a
citrato sintase e lactato desidrogenase tanto no pinealectomizado sedentario quanto no
treinado (BORGES-SILVA et al., 2007).
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1.3 Radicais livres e estresse oxidativo

Na mitocdndria, o produto final da cadeia respiratoria é dgua, gerada numa reducéo de
quatro elétrons do oxigénio molecular (O;) pelo complexo 1V. Entretanto, essa conversdo néo
é perfeita e pode vir a gerar espécies reativas de oxigénio (ROS). Dentre as espécies reativas
mais comuns podemos citar o radical anion superéxido (O®7), o peréxido de hidrogénio
(H20,) e o radical hidroxila (OH) (LEE et al., 2001; LENAZ, 2001). Por defini¢do, 0s
radicais livres sdo 4&tomos ou moléculas com um ou mais elétrons desemparelhados em seu
orbital externo, fazendo essas espécies altamente reativas. Entre os radicais livres de Oy, 0
radical ‘'OH ¢é considerado o mais potente oxidante em sistemas bioldgicos, com um periodo
de vida extremamente curto (1 x 10 s) e portanto com uma reatividade muito alta (YU,
1994). A mitocdndria também é capaz de produzir éxido nitrico (NO’) a partir da 6xido
nitrico sintase mitocondrial (MtNOS) (GHAFOURIFAR e RICHTER, 1997; GIULIVI et al.,
1998). Dependendo do meio em que se encontra a mitocondria, NO- pode se tornar uma
espécie reativa de nitrogénio, como o cation nitrossomo (NO™), anion nitroxil (NO") ou
peroxinitrito (ONOQO") (STAMLER; SINGEL; LOSCALZO, 1992).

Normalmente, os radicais livres ou sdo decompostos, ou seus produtos de peroxidacao
sdo neutralizados pelos antioxidantes naturalmente presentes no organismo (FRIDOVICH,
1995; GENOVA et al., 2003). Enquanto pequenas variacdes na concentracdo das espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio podem ser importantes na sinalizagdo celular (DROGE,
2002), uma sintese exagerada destas pode levar a danos a proteinas, lipidios e ao DNA
(STADTMAN e LEVINE, 2000; RUBBO et al., 1994; LEDOUX et al., 1999). O estresse
oxidativo surge de um aumento significante na concentracdo das espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, e/ou por uma diminuicdo dos mecanismos de detoxificacdo. Os
danos causados a biomoléculas pelo aumento de ROS levam ao acumulo de dano oxidativo
em diversas regides celulares, a desregulacdo de vias de sinalizacdo e a condi¢bes
patologicas. Muito do interesse em estresse oxidativo vem de patologias, como o dano
causado por isquemia/reperfusdo, aterosclerose, hipertensdo, cancer, diabetes mellitus e
doencas neurogenerativas como Parkinson e Alzheimer (SCHRADER e FAHIMI, 2006).
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1.4 Enzimas antioxidantes

1.4.1 Superoxido Dismutase

Superoxido dismutases sdo metaloenzimas amplamente distribuidas pelas células
tanto de organismos eucariontes como procariontes. Elas constituem uma familia de enzimas
que catalizam a conversdo do anion superdxido a peroxido de hidrogénio. A SOD1 ou
CuZnSOD ¢ a enzima encontrada no citoplasma celular, enquanto a SOD2 ou MnSOD ¢ a
enzima mitocondrial. A SOD3, ou ECSOD, é a forma caracterizada mais recentemente, sendo
a superdxido dismutase encontrada no meio extracelular (JOHNSON e GIULIVI, 2005). Os
genes responsaveis pela sintese das superoxido dismutases sdo encontrados em cromossomos
diferentes, possuem diferentes regulacGes, e em relagdo a homologia dos aminoacidos, SOD1
e SOD3 possuem 40% de homologia enquanto a SOD2 nédo possui homologia com 0s outros
dois membros da familia (ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002).

A CuzZnSOD é uma enzima resistente ao aquecimento, ao ataque por proteinases € a
desnaturacdo por reagentes como o SDS e a uréia. Ela pode ser inibida por cianeto e pela
incubacdo com dietilditiocarbamato (DDTC). Ja 0 mesmo nao ocorre com a MnSOD, que é
mais propensa a desnaturacdo por calor e solventes organicos e nao € inibida por cianeto
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

As superdxido dismutases agem através de uma reacdo quimica de dois passos, onde
no primeiro a forma oxidada da enzima se liga ao anion superdxido, adquirindo um préton e
liberando oxigénio molecular. Em seguida, a forma reduzida da enzima se liga a um segundo
anion superdxido e um proton liberando H,O, e voltando assim a seu estado oxidado
(JOHNSON e GIULIVI, 2005).

1.4.2 Glutationa peroxidase

Segundo Halliwell e Gutteridge, 2007, glutationa peroxidases sdo enzimas que
removem H,0O, acoplando sua redu¢do a agua com a oxidacao de glutationa reduzida (GSH)
conforme a seguinte equacgéo:

H,0; + 2GSH — GSSG + 2H,0

A glutationa oxidada (GSSG) é convertida novamente a glutationa reduzida pela
enzima glutationa redutase, como mostra a equacao:

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*
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A glutationa € sintetizada no citoplasma de todas as células animais. A mitocondria
contém de 10 a 20% da glutationa reduzida (GSH) citoplasmatica e mesmo assim precisa
adquirir GSH através de transportadores localizados na sua membrana interna (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2007).

Existem varias isoformas da glutationa peroxidase, sendo a Gpx1 a forma citosolica,
Gpx2 a forma gastrointestinal, Gpx3 a forma plasmatica ou extracelular. As glutationas
peroxidases reduzem hidroperoxidos para 0s seus correspondentes alcoois, utilizando
glutationa (GSH) como cofator. A Gpx1, enzima analizada neste projeto, foi por mais de uma
década considerada a Unica selenoproteina em mamiferos, mas muito pouco de seu controle
transcricional é conhecido (STOYTCHEVA e BERRY, 2009).

1.4.3 Catalase

Nos peroxissomos também ha o consumo de O,. Porém, ndo existe producdo de ATP
nesse processo, sendo um processo onde a energia livre € liberada na forma de calor. Esse
fato associado a processos metabdlicos que contribuem para a formacdo de H,O, nos
peroxissomos, como a P oxidacao dos acidos graxos, as reagdes enzimaticas das flavinas
oxidases tornam os peroxissomos outra organela produtora de ROS (SCHRADER e FAHIMI,
2006). Para manter o equilibrio entre producdo e degradacdo dessas espécies reativas, 0S
peroxissomos possuem varios mecanismos de defesa antioxidante, sendo a catalase a enzima
mais expressa e que é responsavel pela degradacdo de H,O, em agua e oxigénio demonstrada
na seguinte reacao:

2 H,0, - 2 H,O0 + O,

1.5 Enzimas antioxidantes e melatonina

Varios trabalhos indicam o efeito da melatonina na regulagdo de enzimas
antioxidantes. Ozturk et al., 2000 encontraram atividade aumentada da SOD no figado de
ratos apds a administracdo de melatonina na concentragdo de 10mg/kg por 7 dias €, em outro
estudo, foi relatada atividade aumentada da SOD no rim, figado e cérebro apds uma injecao
Unica de melatonina na concentracdo de 5mg/kg do animal (LIU e NG, 2000).

Albarran et al., 2001 demonstraram que a atividade da SOD ¢é diminuida no cortex,
pulmdo e figado de pintos expostos a luz constante por um periodo de sete dias. Em outro

experimento semelhante, foi observada atividade reduzida da glutationa peroxidase no cortex,
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estriado, hipotdlamo, hipocampo e cerebelo de pintos expostos a luz constante por 6 dias
(PABLOS, 1997). Ambos os estudos correlacionam a atividade reduzida das enzimas
antioxidantes aos niveis reduzidos de melatonina devido a exposi¢do dos animais a luz
constante.

Quando levamos em conta a expressdo do RNAm das enzimas antioxidantes, também
encontramos evidéncias do papel da melatonina. Antolin et al. 1996, detectaram através da
técnica de Northern blot aumento do RNAm da CuzZnSOD e da MnSOD na glandula
harderiana de hamsters ap0s injecdo exogena de melatonina. O mesmo efeito foi verificado
apos tratamentos agudos e crénicos com melatonina na expressdo da CuZnSOD, MnSQOD e
glutationa peroxidase no cértex de ratos (KOTLER et al., 1998).

Tendo em vista estes resultados, torna-se necessario verificar o efeito da retirada da
glandula pineal e consequente auséncia de melatonina circulante, na expressdo génica e

atividade das enzimas antioxidantes em trés tecidos responsivos a melatonina.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi esclarecer se ocorrem alteracfes na expressdo do
RNAmM e na atividade das enzimas antioxidantes CuZnSOD, MnSOD, glutationa peroxidase e
catalase no animal pinealectomizado e, caso ocorressem essas alteracdes, verificar se elas
foram revertidas no animal pinealectomizado tratado com melatonina. Para esse fim, foram
escolhidos trés tecidos metabolicamente ativos e comumente utilizados em ensaios de

enzimas antioxidantes, sendo eles, o cortex pré-frontal, o figado e o musculo soleo.

e Investigar e analisar em animais controles, em animais pinealectomizados e em
animais pinealectomizados tratados com melatonina a expressao do RNAm das
enzimas antioxidantes CuZnSOD, MnSOD, glutationa peroxidase e catalase em 4

pontos distribuidos igualmente ao longo do dia utilizando a técnica de gPCR;

e Verificar a atividade enzimatica das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e
catalase em animais controles, em animais pinealectomizados e em animais

pinealectomizados tratados com melatonina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos, linhagem Wistar, com peso em torno de 200 g. Os animais
foram divididos em grupo Controle, grupo Pinealectomizado e grupo Pinealectomizado
tratado com melatonina. Os animais foram mantidos em biotério com temperatura controlada

(22 °C 1), com comida e agua a vontade, em ciclo 12 horas de claro por 12 horas de escuro.

3.2 Pinealectomia

Os animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de ketamina e
cloridrato de xilasina na proporcao de 5:3 ml, respectivamente, (solucéo final 0,15 ml / 100 g
de peso do animal, intraperitoneal) e fixados em aparelho estereotaxico. O escalpo foi aberto
sagitalmente e, apos divulcionamento da musculatura e fascias que cobrem o cranio na regiao
da juncdo sutural 1d&mbda, foi feita uma abertura circular usando-se uma broca construida
especialmente para esse propdsito. A peca 0ssea é entdo retirada expondo-se a confluéncia
venosa posterior. Com uma pinga cirdrgica, a glandula pineal, localizada imediatamente
abaixo da superficie é retirada. Ap6s breve hemostasia, o retalho désseo é recolocado e o

escalpo suturado.

3.3 Reposicéo de melatonina

A reposicdo de melatonina foi feita na 4gua dos animais, onde a &4gua normal era
trocada pela agua contendo melatonina na quantidade de 1 mg/kg do animal meia hora antes
do inicio do periodo de escuro do biotério (escotoperiodo). No momento em que se iniciava o
periodo de claro (fotoperiodo), as garrafas contendo melatonina eram retiradas e substituidas
por outras garrafas contendo apenas agua. Foi realizado o controle diario do consumo da
solucdo contendo melatonina para que o ajuste diario da dose em fungdo do peso e consumo

fosse calculado.
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3.4 Coleta das Amostras

Ap0s dois meses de pinealectomia, os animais foram sacrificados por decapitacdo. Os
sacrificios foram realizados em 4 pontos igualmente distribuidos ao longo do dia (ZT6, ZT12,
ZT18, ZT24).

ZT é uma nomenclatura utilizada para uniformizar os horarios do ciclo circadiano
sincronizado pelo claro-escuro ambiental, sendo que em ciclos 12 h/12 h claro/escuro
convencionou-se que o0 ZTO representa a transi¢do do escuro para o claro (o inicio do claro) e
que o ZT12, a transi¢do do claro para o escuro (o inicio do escuro), independentemente do

horario em que o biotério apaga ou acende suas luzes, como pode ser visto no esquema

abaixo.
FOTOPERIODO ESCOTOPERIODO
ZTO0 ZT6 ZT12 ZT18 ZT24

3.5 Extracdo de RNA e Tratamento com DNAse

Para a extragdo do RNA total dos tecidos, foi utilizado o reagente Trizol (Invitrogen,
EUA), de acordo com as recomendacbes do fabricante. Resumidamente, o tecido foi
inicialmente homogeneizado com o reagente Trizol até completa solubilizacdo. Em seguida a
mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente, acrescida de 0,2 ml de
cloroférmio por ml de Trizol para desproteinizacdo. O sobrenadante foi entdo separado por
centrifugacdo (12.000 g, 15 min, 4 °C), e o RNA contido na fase aquosa foi separado em um
novo tubo, onde foi precipitado com isopropanol, em seguida lavado com etanol 75% e
dissolvido com H20 deionizada previamente tratada com DEPC (dietilpirocarbonato).

Antes de sua utilizagdo, uma amostra de cada extracdo foi quantificada e analisada,
quanto a pureza e integridade, por espectrofotometria utilizando o aparelho NanoDrop™
1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) que analisa 2 pL da amostra nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm e determina a sua concentragdo em ng/pL, além da
razdo 260/280 que é um indicativo da qualidade do RNA extraido. Amostras com razéo
260/280 acima de 1,80 foram utilizadas nos procedimentos subseqlientes. As amostras de

RNA também foram aplicadas em gel de agarose para verificacdo de integridade.
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Para eliminar uma eventual contaminacdo com DNA gendmico, as amostras de RNA
total foram tratadas com Turbo DNA-free™ (Ambion, Austin, TX, EUA) de acordo com as
especificagOes do fabricante. Resumidamente, 1 puL da enzima Turbo DNase e 1,1 pL do
tampé&o de reacdo foram adicionados a 10 pL do RNA total e as reacBes foram incubadas a 37
°C por 30 minutos. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 2 pL de tampé&o de inativacédo e
posterior incubacdo a temperatura ambiente por 5 minutos, seguida de centrifugacao (10.000
g, 1,5 minutos, 4 °C) para separacdo do sobrenadante. Este continha 0 RNA total tratado, que
foi transferido para novo tubo e quantificado utilizando o aparelho NanoDrop™ 1000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA), conforme descrito anteriormente. As amostras

foram mantidas a -80 °C para posterior sintese de cDNA.

3.6 Obtencdo de cDNA

Amostras de 5 ng de RNA total tratado com DNase foram submetidas a reacdo de
transcricdo reversa com primers randémicos. Para isto foi adicionado a cada amostra: tampao
da enzima (50 mM de Tris-HCI pH 8,3, 75 mM de KCI, 3 mM de MgCl,), DTT (10 mM),
mistura de dNTPs (10 mM cada), primers randémicos (150 ng) e a enzima SuperScript 111
(200U; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), em volume final de 20 ul. As reacdes foram
incubadas no termociclador MyGene™ Series Gradient (LongGene®, China) por 5 minutos a
65 °C, seguida de 10 minutos a 25 °C, com aquecimento para 42 °C por 75 minutos e 70 °C
por 15 minutos para desnaturacdo da enzima. As amostras de cDNA foram armazenadas a -
20 °C.

3.7 Analise Quantitativa da Expressdo Génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) em Tempo Real

A andlise quantitativa da expressdo génica foi realizada atravées da técnica de PCR em
tempo real utilizando o aparelho 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os
ensaios foram realizados em duplicata utilizando 2 pL de cDNA (10 ng/uL) previamente
sintetizado, adicionado a mistura da reagdo contendo 12,5 uL de POWER SYBR Green mix
(Applied Biosystems), 8,5 pL de agua MilliQ e 400 nM dos primers especificos para cada

gene.
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Os primers usados foram desenhados de modo que sua localizacdo Ihes desse a
caracteristica de flanquearem um intron (intron-spanning), o que impossibilita a amplificacao
de DNA gendmico que eventualmente ndo tenha sido degradado pelo tratamento com DNase.
A eficiéncia dos pares de primers foi testada e determinada por reacdo de PCR em tempo real
utilizando diluicdes (10" a 10® cépias) dos respectivos fragmentos clonados, nas mesmas

condicdes e com 0 mesmo aparelho usado para todas as reagdes subseqlientes.

Os primers, nimero de acesso no GenBank™ (NCBI — NIH, Bethesda, EUA),
sequéncias do sense e do antisense, tamanho dos fragmentos amplificados e a localizagéo

estdo listados no Quadro 1.

Os parametros de amplificacdo foram os seguintes: 1) etapa inicial de ativacdo da
enzima a 95 °C por 10 minutos, 2) 40 ciclos que incluiram a desnaturacdo a 95 °C por 15
segundos; o anelamento dos primers a 60 °C (temperatura Otima para todos os pares de
primers usados) por 30 segundos e a extensdo a 60 °C por 30 segundos, e 3) 1 ciclo para
analise do melting que consistiu em 95 °C por 30 segundos; 60 °C por 1 minuto e posterior

aumento gradativo da temperatura para 95 °C para obtengéo das curvas de melting.

Quadro 1. Seqiiéncia dos primers utilizados.

Primer Numero de acesso Sequéncia Localizagdo | Fragmento
5" —CCGGTGCA GGGCGTC-3’ 40-54
CuznSOD (SOD1) NM_017050.1 74bp
5’ -TCCTGTAATCTGTCCTGACACCA-3’ 114-92

5’ -TCACAGCATTTTCTGGACAAACC-3’ 291-313

MnSOD (SOD2) NM_017051.2 82bp
5" —AGTCACGCTTGATAGCCTCCA-3’ 373-353
. . > — CCTGGTGGTGCT TTT-3’ 204-221
Glutationa peroxidase (GPx) NM_030826.3 5~ CCTGGTGGTRCTCRE 3 90bp
5" — TCGGACATACTTGAGGGAATTCA-3’ 294-272
5’ —-CATTGAGCCCAGCCCG-3’ 1026-1041
Catalase NM_012520.1 64bp
5’ —~GGCGGTGA GTGTCTGGGTAA-3’ 1090-1071
5" —-CGCTAAGTACACTTGCTCCTTCTG-3’
Proteina ribossomal L37a (Rpl37a) NM_001108801 161-254 93bp

5’ -GCCACTGITTTCATGCAGGAAC-3’

. 5" —CTAGGA GCCAGGGCAGTAATCT-3’
Beta actina (Actb) NM_031144 117-214 97bp
5" —AAGACCTCTATGCCAACACAGTG-3’

O meétodo de qPCR utilizando uma curva padrdo consiste em determinar o nimero de
copias de cada gene pela comparacédo entre o valor de amplificacdo (crossing point e curva de
amplificacdo) de cada amostra, com a curva de padrdes composta de dilui¢des de plasmideos
recombinantes que contém copias clonadas dos genes de interesse e constitutivos (10’ a 10°
copias). Os procedimentos de clonagem e obtencdo dos padrfes estdo descritos no proximo

item.
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Ap0s a determinacdo do nimero de cdpias de cada gene, o valor obtido para os genes
de interesse foi normalizado pelo gene constitutivo Rpl37a no séleo e pelo Rpl37a e beta

actina no cortex e figado.

3.8 Clonagem e Obtencéo dos Padrdes

A obtencdo dos fragmentos amplificados para cada gene de interesse e para 0S
constitutivos foi feita utilizando os pares de primers citados acima, nas mesmas condigdes de
ciclagem e com o mesmo aparelho 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Como descrito no item anterior, os ensaios foram realizados em duplicata utilizando 2 pL de
cDNA (10ng/pL) de pineal previamente sintetizado, adicionado & mistura da rea¢do contendo
12,5 pL de POWER SYBR Green mix (Applied Biosystems), 8,5 pL de agua MilliQ e 400
nM dos primers especificos para cada gene.

Apbs a amplificacdo, procedeu-se a eletroforese em gel de agarose 1,2% (Sigma
Biochemical CO, St. Louis, EUA) e os pares de primers que apresentaram somente um
fragmento amplificado no tamanho esperado foram escolhidos para serem usados nas reacoes
subseqiientes. Os procedimentos de clonagem foram feitos individualmente para cada
fragmento.

O passo seguinte foi 0 da ligacdo do fragmento amplificado ao vetor pGEM-T easy
(Figura 2, Promega Corporation, Madison, WI, EUA) que foi feita adicionando 3 pL da
reacdo de PCR que mostrou somente um fragmento amplificado a 5 pL do tampao de ligacdo,
0,5 yL do vetor pGEM-T easy e 1 pL da enzima T4 DNA ligase. A reacdo foi gentilmente

misturada e incubada a temperatura ambiente por 1 hora.
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T7 Transcription Start

5. .. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3" ... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter | |
Apal Aatll Sph BstZ MNeol

GCGGC CGCGG GAATT CGATT 3 ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAA GCTA TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

L o e T
ﬂ-‘mgacll EcoR Spel EcoRl Pstl Sall
BstZ BstZ

cloned nsert)3,

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... T
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &'

| || || | SPE Promoter
MNdel Sacl BstXl Msi

Figura 2. Mapa do vetor pPGEM-T easy mostrando o sitio de inser¢do do fragmento, com os diversos
posicionamentos dos sitios de restricdo para varias enzimas e a localizagdo dos dois
promotores para inicio da transcrigéo.

Com o fragmento inserido no vetor, a transformacao de bactérias E. coli competentes
foi feita adicionando 2 pL da ligacdo & 25 pL de bactérias One Shot® Machl™-T1R
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A reacéo foi incubada em gelo por 20 minutos, seguidos de
50 segundos a 42 °C e de 2 minutos novamente no gelo. Esse procedimento de transformacéo
é conhecido como heat-shock. As bactérias transformadas foram adicionadas a 200 pL de
meio SOC (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubadas a 37 °C por 1 hora, com agitacao
plana de 225 rpm.

As bactérias foram entdo semeadas em placas de cultura com meio LB (Luria Bertani)
Agar adicionado de 100 pg/mL de ampicilina (KD Medical, Inc., Columbia, MD, EUA), 100
pL de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo) e 20 puL de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indoil-B-
D-galactosideo), ambos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). As placas foram incubadas em
estufa a 37 °C por 12 horas.

Devido a aplicacdo de IPTG e X-gal, pb6de-se realizar a selecdo das coldnias
bacterianas que possuiam o inserto de interesse. Colbnias azuis ndo continham inserto,
possuindo vetores intactos que puderam expressar R-galactosidase ativa capaz de reagir com
X-gal e resultar na coloragéo azul. Colbnias brancas por sua vez apresentavam o inserto que
interrompeu a sequéncia codificadora da B-galactosidase (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).

ApOs incubacdo, 2 colbnias brancas de cada fragmento foram adicionadas
individualmente a tubos contendo 2 mL de meio LB (Luria Bertani, Invitrogen, Carlsbad,

CA, EUA) acrescidos de 2 pL de ampicilina (1 mg/mL, Sigma Biochemical CO, St. Louis,



26

MO, EUA). As culturas liquidas foram incubadas a 37 °C por 12 horas, com agitacdo plana
de 225 rpm.

As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 10 minutos para formacgdo do
precipitado de bactérias, o sobrenadante foi descartado e a obtencdo de mini-prep foi feita
utilizando o kit QIAprep® Miniprep (Qiagen, Germantown, MD, EUA), de acordo com as
especificacbes do fabricante. As preparacGes tiveram suas concentracdes aferidas pelo
aparelho NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).

O material genético das bactérias recombinantes obtido pela preparacdo de mini-prep
foi submetido a analise de restricdo com a enzima EcoRIl (Fermentas Life Sciences,
Burlington, Oregon, Canadd) e posterior eletroforese em gel de agarose 2,0% (Sigma
Biochemical CO, St. Louis, EUA) para confirmacéo da presenca do fragmento de interesse.

A obtencdo de 10" copias dos fragmentos clonados foi feita através de célculos
matematicos utilizando a concentracdo e tamanho dos plasmideos, o tamanho dos fragmentos
clonados e o nimero de Avogrado. Diluicdes seriadas (10 a 10° cépias) foram feitas em agua
MilliQ imediatamente antes de cada reacdo de PCR em tempo real. Cada diluicdo foi
pipetada em duplicata e passou pelos mesmos procedimentos descritos para as amostras.
Tanto amostras quanto diluicdes para curva padrdo foram sempre amplificadas no mesmo

bloco de reacdes.

3.9 Atividade enziméatica

Todas as amostras utilizadas para atividade enzimatica foram rapidamente coletadas e
congeladas em nitrogénio liquido. Para sua utilizacdo nos ensaios de atividade enzimatica, as
mesmas foram homogeneizadas em tampéo fosfato 10mM, pH 7,0. Os valores obtidos para
atividade enzimatica foram normalizados pela quantidade de proteina de cada amostra, obtida

pelo método do Bradford.

3.9.1 Atividade enzimatica da glutationa peroxidase

O método parte do principio de que a glutationa oxidada (GSSG) € instantaneamente e
continuamente reduzida por um excesso de atividade da glutationa redutase promovendo
assim um nivel constante de glutationa reduzida (GSH). A concomitante oxidacdo do

NADPH é monitorada por espectrofotdmetro.
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As seguintes solucbes foram pipetadas numa placa de 96 pogos para
espectrofotdmetro: 100 ul de tampéo fosfato 0.1 M, 10 pl de amostra, 20 ul de glutationa
redutase e 20 pl de GSH 10 mM. A mistura entdo foi incubada por 1 min a 37 °C. Apés a
incubacéo, adicionou-se 20 pl de solucdo de NADPH 1.5 mM e a placa foi imediatamente
colocada no espectrofotémetro apds a adicdo de 20 ul de t-butil 12 mM e o decréscimo da
absorbancia a 365 nm foi monitorado durante 360 segundos. A reducdo do NADPH ¢é
calculada através do declive linear obtido durante a redugdo de absorbancia e através do
coeficiente de extingdo do NADPH.

3.9.2 Atividade da catalase

O ensaio de atividade da catalase segue o método proposto por Aebi, H., 1984.
Primeiramente, o espectrofotdmetro é mantido a 30°C, temperatura onde se observa atividade
méaxima da catalase. Em cada cubeta adiciona-se 650 ul de tampédo fosfato 50 mM, 10 ul de
amostra e 340 ul de H,0,, sendo importante seguir essa ordem, pois a reacdo se inicia assim
que o perdxido de hidrogénio é adicionado. A leitura ocorreu logo em seguida durante 300
segundos, a 240 nm e 30 °C. Apos a leitura, foi analisado o decréscimo da absorbancia do

perdxido de hidrogénio em um intervalo de decréscimo linear de 180 segundos.

3.10 Analise estatistica

As andlises estatisticas, escolhidas de acordo com o desenho experimental, foram
realizadas utilizando-se o programa computacional Prism v 5.03 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA). Os testes usados para cada grupo de dados e as respectivas
significancias estatisticas estdo descritos na legenda de cada grafico. Foram considerados

com diferenca significativa aqueles que apresentaram p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Cortex pré-frontal
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Figura 3. Perfis diarios da expressdo do RNAm da glutationa peroxidase no cértex pré frontal dos animais
controles, pinealectomizados e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias ap6s a cirurgia (n
= 5 por grupo, em cada ZT). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,6817 para o fator
tratamento; p= 0,2385 para o fator ZT e p=0,9597 para a interacdo tratamento x ZT
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Figura 4. Perfis didrios da expressao do RNAm da catalase no cortex pré frontal dos animais controles,
pinealectomizados e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 5 por
grupo, em cada ZT). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,8785 para o fator
tratamento; p= 0,0543 para o fator ZT e p=0,0305 para a interacdo tratamento x ZT
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Figura 5. Perfis diarios da expressdo do RNAm da SOD1 no cortex pré frontal dos animais controles,
pinealectomizados e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 5 por
grupo, em cada ZT). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,2906 para o fator
tratamento; p = 0,0082 para o fator ZT e p = 0,5054 para a interacdo tratamento x ZT
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Figura 6. Perfis diarios da expressio do RNAm da SOD2 no cortex pré frontal dos animais controles,
pinealectomizados e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 5 por
grupo, em cada ZT). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,5508 para o fator
tratamento; p= 0,1756 para o fator ZT e p=0,9672 para a interacdo tratamento x ZT
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Figura 7. Perfis didrios da atividade da GPx no cértex pré frontal dos animais controles, pinealectomizados e
pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apés a cirurgia (n = 6 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,0212 para o fator tratamento; p= 0,0002 para o
fator ZT e p=0,0048 para a interacdo tratamento x ZT
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Figura 8. Perfis diarios da atividade da catalase no cértex pré frontal dos animais controles, pinealectomizados
e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 6 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,3162 para o fator tratamento; p= 0,0002 para o
fator ZT e p=0,2889 para a interacdo tratamento x ZT

No cértex pré-frontal ndo encontramos nenhuma alteracdo significativa na expresséo
do RNAmM das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase (GPx), catalase e superoxido
dismutases. Existe uma variacdo entre os ZTs para a enzima SOD1. E interessante notar que,
aparentemente, apesar da nao significancia estatistica, ha uma nitida mudanga do padrdo de
expressdo da catalase nos animais pinealectomizados, independentemente de serem tratados

ou ndo com melatonina.
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Em relacdo a atividade enzimatica, hd um aumento significativo no ZT24 na atividade
da glutationa peroxidase do grupo pinealectomizado quando comparado ao grupo controle e 0
pinealectomizado tratado com melatonina. A catalase ndo teve a sua atividade alterada em

consequéncia da pinealectomia.
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Figura 9. Perfis diarios da expressdéo do RNAm da glutationa peroxidase no figado dos animais controles,
pinealectomizados e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 5 por
grupo, em cada ZT). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,5477 para o fator
tratamento; p < 0,0001 para o fator ZT e p= 0,0012 para a interacdo tratamento x ZT.
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Figura 10. Perfis diarios da expressio do RNAm da catalase no figado dos animais controles,
pinealectomizados e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias ap6s a cirurgia (n = 5 por
grupo, em cada ZT). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,2996 para o fator
tratamento; p= 0,0077 para o fator ZT e p=0,8561 para a interacdo tratamento x ZT
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Figura 11. Perfis diarios da expressdo do RNAm da SOD1 no figado dos animais controles, pinealectomizados
e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 5 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,0866 para o fator tratamento; p= 0,0006 para o
fator ZT e p=0,4947 para a interacdo tratamento X ZT
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Figura 12. Perfis diarios da expressdo do RNAm da SOD2 no figado dos animais controles, pinealectomizados
e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 5 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,8696 para o fator tratamento; p = 0,0218 para o
fator ZT e p = 0,6614 para a interagdo tratamento X ZT
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Figura 13. Perfis diarios da atividade da GPx no figado dos animais controles, pinealectomizados e
pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias ap6s a cirurgia (n = 6 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,1683 para o fator tratamento; p = 0,0369 para
o fator ZT e p = 0,1933 para a interacdo tratamento x ZT
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Figura 14. Perfis diarios da atividade da catalase no figado dos animais controles, pinealectomizados e
pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias ap6s a cirurgia (n = 6 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,3640 para o fator tratamento; p < 0,0001 para o
fator ZT e p = 0,9584 para a interagdo tratamento x ZT

N&o foram encontradas diferencas significativas na expresséo do RNAmM e na
atividade das enzimas antioxidantes no figado quando comparamos 0s grupos estudados.
Porém encontramos variagdes significativas na expresséo das enzimas GPx, catalase, SOD1 e
SOD2 ao longo do dia. A mesma varia¢do ao longo dos ZTs também ocorre com a atividade

da glutationa peroxidase e da catalase.
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4.3 Séleo
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Perfis diarios da expressdo do RNAm da glutationa peroxidase no séleo dos animais controles,
pinealectomizados e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias ap6s a cirurgia (n = 5 por
grupo, em cada ZT). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,2357 para o fator
tratamento; p < 0,0001 para o fator ZT e p = 0.0057 para a interacdo tratamento x ZT.
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Perfis diarios da expressdo do RNAm da catalase no séleo dos animais controles, pinealectomizados
e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 5 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p= 0,5248 para o fator tratamento; p= 0,2288 para 0
fator ZT e p=0,4532 para a interacdo tratamento x ZT
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Perfis diarios da expressdo do RNAm da SOD1 no s6leo dos animais controles, pinealectomizados
e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 5 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,0662 para o fator tratamento; p= 0,0011 para o
fator ZT e p=0,0606 para a interacdo tratamento x ZT
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Perfis diarios da expressdo do RNAm da SOD2 no s6leo dos animais controles, pinealectomizados
e pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias apds a cirurgia (n = 5 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,0018 para o fator tratamento; p= 0,0187 para o
fator ZT e p=0,7248 para a interacdo tratamento x ZT
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Figura 19. Perfis diarios da atividade da GPx no so6leo dos animais controles, pinealectomizados e
pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias ap6s a cirurgia (n = 6 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,1244 para o fator tratamento; p < 0,0001 para o
fator ZT e p=0,0020 para a interacdo tratamento x ZT
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Figura 20. Perfis diarios da atividade da catalase no séleo dos animais controles, pinealectomizados e
pinealectomizados tratados com melatonina 60 dias ap6s a cirurgia (n = 6 por grupo, em cada ZT).
ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p = 0,3150 para o fator tratamento; p < 0,0001 para o
fator ZT e p=0,9481 para a interacdo tratamento x ZT

Encontramos no soleo uma reducéo significativa no RNAm da glutationa peroxidase
do grupo pinealectomizado em relagéo ao grupo controle e ao grupo pinealectomizado tratado
com melatonina no ZT18. Levando em consideragdo as horas do dia, existe uma variagdo ao

longo dos quatro pontos na expressao das enzimas GPx, SOD1 e SOD2. Aparentemente,
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existe um ritmo de 12 horas na expressdo da SOD2 que foi mascarado no animal
pinealectomizado.

Quanto a atividade enzimatica, existe uma variacdo temporal nos valores de atividade
encontrados para a glutationa peroxidase e para a catalase e a atividade da glutationa
peroxidase encontrasse aumentada no ZT6 no grupo pinealectomizado quando comparada aos

grupos controle e pinealectomizado reposto com melatonina.
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5 DISCUSSAO

Varios sdo os trabalhos que demonstram a influéncia da melatonina na regulagédo das
enzimas antioxidantes, porém estes usam como modelo experimental a suplementacdo de
melatonina em doses farmacoldgicas, demonstrando aumento na atividade das enzimas
antioxidantes (LIU e NG, 2000; OZTURK et al., 2000) e de seus respectivos RNAmM
(ANTOLIN et al., 1996; KOTLER et al. 1998). Existem também relatos de diminuicdo da
atividade das enzimas antioxidantes apds exposicao de animais a situagfes de claro constante
(ALBARRAN et al., 2001; PABLOS, 1997), situacdo onde ¢ sabido que a sintese e secre¢io
de melatonina estdo diminuidas.

Tendo em vista estes resultados, nosso trabalho tem como objetivo estudar o efeito da
pinealectomia, modelo experimental onde a melatonina circulante é abolida no organismo, na
expressdao do RNAm e na atividade de quatro enzimas antioxidantes, glutationa peroxidase,
catalase, MnSOD e CuzZnSOD.

As enzimas antioxidantes possuem sequéncias regulatorias em seus promotores e/ou
introns que sdo redox-sensiveis e que podem interagir com fatores de transcricdo para
aumentar a expressao do respectivo gene (ALLEN e TRESINI, 2000). Segundo Ji, 2007 as
espécies reativas de oxigénio, principalmente o H,O,, podem estimular a expressdo génica
das enzimas antioxidantes, proteinas imunorreativas e fatores de transcri¢do, sendo que as
principais vias ativadas sdo NFkp, MAPK, PI;K/AKkt e ativacao da p53.

O promotor da MnSOD contém sitios de ligacdo para NFxp e AP-1, 0s quais sdo
sensiveis a estimulacdo por espécies reativas de oxigénio, TNF-a e IL-1 (HO; HOWARD;
CRAPO, 1991). Além disso, Jones et al. (1997) identificaram uma regido de 238 pares de
base do intron 2 responsiva a TNF e IL-1. Este elemento responsivo ao TNFa possui motifs
tanto para NFxP como para C/EBP, que sdao ambos necessarios e responsaveis pela
responsividade ao TNF.

Em relacdo a ativacdo do gene da CuzZnSOD, Yoo et al. (1999), verificou que a
mesma possui um elemento responsivo ao peréxido no promotor que é responsavel pela
ativacdo da sua expressao por H,O,, paraquat e choque térmico em células Hep2. Ja o
promotor da glutationa peroxidase contém dois elementos responsivos ao OXxigénio
localizados na regido 5 flanqueadora do gene da GPx humana (COWAN et al., 1993).

Ao analisarmos os dados obtidos para cortex pré-frontal, ndo encontramos diferencas
significativas na expressdo de RNAm entre os tratamentos. Esses dados diferem dos obtidos
por Kotler et al. (1998), que observaram o0 RNAm aumentado em animais nos quais a
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melatonina foi suplementada. Em seu trabalho, Kotler et al. 1998 utilizaram a concentracao
de 500 pg/kg de melatonina injetada intraperitonealmente e observaram aumento do RNAmM
das enzimas antioxidantes GPx, CuZnSOD e MnSOD no cortex cerebral ao longo do tempo
apos a injecdo. Os mesmos autores verificaram também que a suplementacdo crénica de
melatonina pela via subcutdnea causou aumento maior na expressao das enzimas na
concentracdo de 50 pg/kg do que na concentracdo de 500 pg/kg.

Uma das principais caracteristicas do horménio melatonina é a sua atividade
antioxidante, gracas aos carbonos 2 e 3 de seu anel pirrélico que possuem uma alta
capacidade de doar elétrons e assim conseguem quelar principalmente radicais hidroxila e
superéxido (ALLEGRA et al., 2003; CIPOLLA-NETO e AFECHE, 2008). Tendo em vista
esta constatagdo, soma-se o fato de que Butte e Pappas, 2007 verificaram que a pinealectomia
provoca estresse oxidativo, nos permitindo dizer que as espécies reativas estariam
aumentadas no animal pinealectomizado. Ja que os radicais livres acionam vias que agem na
regulacao das enzimas antioxidantes (JI, 2007), poderiamos assim explicar a ndo alteracdo na
expressdo das mesmas em praticamente todos os tecidos estudados, com excecdo da
glutationa peroxidase no musculo.

Ainda no cértex, nota-se que o perfil diario da catalase no animal controle apresenta
uma queda na imediata transicdo do claro para o escuro que, apesar de estatisticamente nao
significante, desaparece nos animais pinealectomizados, independentemente de serem
tratados ou ndo. Essa alterag@o no perfil pode ser devida a outro produto de origem pineal que
ndo a melatonina, podendo este papel ser dado a serotonina, o principal produto da glandula
pineal no horario em questdo. Podemos atribuir esta alteracdo também a uma eventual perda
de ritmo diario devida a pinealectomia, situacdo onde ndo ocorre a sincronizagdo dos clock
genes pela melatonina.

Baydas et al. (2002), demonstraram que no animal pinealectomizado existe uma
reducdo de atividade da glutationa peroxidase. No entanto, contrastando com os resultados
obtidos por Baydas et al. (2002), encontramos um aumento na atividade da glutationa
peroxidase no cortex pré-frontal de animais pinealectomizado no ZT24 e no séleo de animais
pinealectomizados no ZT6. Além disso, encontramos RNAmM diminuido da GPx no séleo de
animais pinealectomizados no ZT18. Sendo a melatonina um poderoso antioxidante
(ALLEGRA et al., 2003), uma atividade aumentada poderia explicar um mecanismo de
defesa possivelmente ativado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio nos tecidos em

questdo devido a auséncia da melatonina.
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E interessante notar que no figado ndo encontramos diferencas significativas entre os
tratamentos, nem diferencas similares as encontradas no cértex pré-frontal e no séleo. O
figado foi um dos 6rgédos escolhidos para este trabalho pelo fato de ser o érgdo responsavel
pela metabolizacdo da melatonina proveniente do trato gastrointestinal (BUBENIK, 2002),
fazendo dele um o6rgdo periférico que recebe melatonina no modelo do animal
pinealectomizado, sendo essa uma possivel explicacdo para ndo encontrarmos diferencas
entre os tratamentos.

Podemos sugerir que existe um mecanismo de contrabalango que esta ativado no
animal ap6s 60 dias de pinealectomia. Apesar da melatonina circulante estar ausente e ser
proclamada por muitos trabalhos como ativadora da expressdo génica das enzimas
antioxidantes, o mesmo nao foi verificado em plenitude no animal pinealectomizado. Porém,
devemos levar em conta que existem diversos fatores e mecanismos que Sdo responsaveis
pela regulacdo de genes tdo importantes para a manutencdo da homeostase como os das
enzimas antioxidantes e que tais mecanismos podem estar ativados no animal
pinealectomizado mantendo a expressdo génica normalizada. Para que isso seja verificado de
fato, sdo necessarios estudos futuros para avaliar a expressao e atividade de NFxf ¢ outras
vias ativadas pelas espécies reativas de oxigénio que sejam também responsaveis pela

regulacao das enzimas antioxidantes no animal pinealectomizado.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a melatonina modula a expressdo génica e atividade da enzima
glutationa peroxidase no musculo séleo e, além disso, no cortex pré-frontal a auséncia da
melatonina aumenta a atividade da glutationa peroxidase no ZT24 em ratos

pinealectomizados.
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