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RESUMO

A microemulsdo € uma solucéo feita pela juncdo de duas substancias que nao se
misturam, seguido pela adicdo de um agente emulsificante. E muito utilizada em
cosmeético, no uso topico e também em preparacdes farmacéuticas. A melatonina,
conhecida como horménio regulatério do sono, é sintetizada na glandula pineal, sendo
produzida em maior quantidade no periodo noturno. Possui a capacidade antioxidante
gue tem finalidade de atuar nos radicais livres, participando do processo de fagocitose
gerados pelas células, diminuindo assim o envelhecimento celular. Os fagécitos do
sangue periférico humano sdo responsaveis pela protecado contra agentes infecciosos
e também estdo associados aos processos de envelhecimento, neste grupo estdo
inseridos fagocitos mononucleares e polimorfonucleares, sendo os principais 0s
mondcitos e os neutrdfilos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
modulacdo de fagécitos com o uso da melatonina incorporado a um sistema
microemulsionado. Foi utilizado a caracterizagcdo reolégica do sistema
microemulsionado. Posteriormente avaliou-se o indice de viabilidade celular e
fagocitose por microscopia de fluorescéncia e atividade da SOD (enzima superéxido
dismutase) pelo método do NBT (azul de nitrotetrazélio). Conclui-se que a melatonina
incorporada a microemulsdo obteve maior imunomodulacdo do que quando
comparada com a estimulacdo somente com a melatonina. E a enzima superéxido
dismutase foi potencializada na presenca da melatonina, o que corrobora com 0 seu
efeito antioxidante.

Palavras-chaves: Enzima superoxido dismutase, melatonina, microemulséo, radicais
livres.



XTI

ABSTRACT

Microemulsion is a solution made by joining two unmixed substances, followed by the
addition of an emulsifying agent. It is widely used in cosmetics, topical use and also in
pharmaceutical preparations. Melatonin, known as the sleep regulatory hormone, is
synthesized in the pineal gland and is produced in greater quantities at night. It has the
antioxidant capacity that has the purpose of acting on free radicals, participating in the
process of phagocytosis generated by cells, thus reducing cell aging. The human
peripheral blood phagocytes are responsible for the protection against infectious
agents and are also associated with aging processes. Mononuclear and
polymorphonuclear phagocytes are inserted in this group, being the main monocytes
and neutrophils. The present work aimed to evaluate phagocyte modulation with the
use of melatonin incorporated into a microemulsion system. The rheological
characterization of the microemulsion system was used. Subsequently, the cell viability
index and phagocytosis were evaluated by fluorescence microscopy and SOD
(superoxide dismutase enzyme) activity by the NBT (nitrotetrazolium blue) method. It
was concluded that melatonin incorporated to microemulsion had higher
immunomodulation than when compared to stimulation with melatonin alone. And the
enzyme superoxide dismutase was potentiated in the presence of melatonin, which
corroborates its antioxidant effect.

Keywords: Superoxide dismutase enzyme, melatonin, microemulsion, free radicals.



XIT

LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Classificagdo de Winsor para sistemas microemulsionados.................. 16
Figura 02 - Fatores que influenciam e afetam o envelhecimento ............ccc..ccoeeenne. 19
Figura 03 — Diagrama pseudoternario das 36 amostras de ME’S ..........cccccvveeeeennnn. 29

Figura 04 - Sistema microemulsionado de 4 amostras como exemplo, 33: separacao
de fases; 29: emulséo gel; 23: emulséo liquida; e 8: MEL liquida .............ceevviiviieeennnnn. 29

Figura 05 - Titulagbes de 18 concentracdes nafase de MEL............cccccvvvviiiiiiiinennnnn. 29

Figura 06 - Curva de fluxo dos grupos controle (célula); grupo com MEL e células;
com melatonina (M) e células e por fim, grupo com a MEL com a melatonina e com as
(0= 0= 1P X |

Figura 07 - Viscosidade dos grupos controle (célula); grupo com MEL e células; com
melatonina (M) e células e por fim, grupo com a MEL com a melatonina e com as

(o1=] [0 ] F= TR 32

Figura 08 - indice de fagocitose dos grupos células com EPEC, microemuls&o com
células e EPEC, melatonina com células e EPEC, e microemulsdo com melatonina
(o0 (W] F= T = =t ) T 35

Figura 09 - Niveis da enzima superoéxido dismutase (SOD) entre grupos com célula

LN o F= o (=) - VOO 37

Figura 10 - Niveis da enzima superéxido dismutase (SOD) entre grupos com

bactéria € CEIUIAS + DACIEIIAS. . .. e e 37

Figura 11 - Niveis da enzima superéxido dismutase (SOD) entre grupos com células

+ bactérias e células + bactéria + MelatonNina.........ccooevveee e, 38



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

A/O: Agua em 6leo;

AA-NAT: N-acetil transferase;

ANOVA: Analise de variancia;

BTH: Brain Heart Infusion;

CECA: Escherichia coli enteroagregativa;
EG: Emulséo gel;

EHEC: Escherichia coli enterohemorragica;
EHL: Equilibrio hidrofilico lipofilico;

EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva:

EL: Emulséo liquida;

EPEC: Escherichia coli enteropatogénica;
EROs: Especies reativas de oxigénios;
ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica,
H20,: Peroxido de hidrogénio;

ME: Microemulséo;

MEG: Microemulséo gel,

MEL: Microemulsao liquida;

MN: Mononuclear;

O/A: Oleo em agua;

PBMC: Células mononucleares do sangue periférico;
PBS: Solucéao salina tamponada,;

SF: Separacéao de fases;

SOD: Enzima superéxido dismutase;
SPAN 80: Oletado de sorbitano;

TACC: Triglicerides de acido caprico/caprilico;

TWEEN 80: Polissorbato 80.

XITI



XIV

LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 01 - Desenvolvimento do sistema microemulsionado........cc.covvveeieiieieieainnnn. 24

Tabela 02 - Valores calculados de porcentagem e EHL resultante da mistura de

TENSOALIVOS. ...ttt ettt e oo e oo e e e e e e b bbb e bbb e e e 29
Tabela 03 - Viscosidade sanguineas dOS grUPOS.........coucuurrrrereeriiiieeeeeeeaaiieeeeeeaaanens 33
Tabela 04 -Viabilidade celular dOS QruposS..........cuueviiiiiiiiiiiie e 34

Tabela 05 — indice de fagoCitoSe dOS GrUPOS .........c.eeveeereereeeeeeeeieee e eeee e eeeee e 36

Tabela 06 - Correlagao entre gruPOS ........ooooieeiiiiiiieiiie e ee e e e 39



XV

SUMARIO
1. INTRODUGAO ...ttt ae st ea et ene e eaens 16
2. OBUIETIVOS ...ttt e e et e e e e et e e e e et e e eeee 24
2.1 ODJELIVO GEIAI...cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 24
2.2 ODbjetivoSs SPECITICOS ..ot 24
3. MATERIAIS E METODOS ......ooiiviieecteeee ettt ste s ate e ate e ateaneens 25
3.1 Desenvolvimento do sistema microemulsionado:..........cccccuveiiiiiiiiininnnnnnns 25
3.2 CaracterizaGao re0lOQICaA: .. .uuuuiiiiee ettt 25
3.3 Obtencéo de amostras de sangue perifériCo: ........ccocvvveeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeee 26
3.4 Obtencéao das células mononucleares do sangue periferico (PBMC): .....26
3.5 Preparo da cultura da bactéria Escherichia coli enteropatogénica: ......... 27
3.6 Viabilidade celular e Ensaio da FaAgOoCItOSe: ..........uuvuviiimiiiiiiiiiiiiiiiias 27
3.7 Atividade enzimatica da superdxido dismutase: ......cccceeveeeeeviveiiiiiiiiieeeeennn, 28
3.8 ANAlISES EStatiSTICAS: ....oiiiirieeiii et 29
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......cuiieiieeieeece ettt e ettt 30
4.1 Determinacao da mistura de tensSoativoS: ........ccuvvviiiiiieecieeeeiiiie e ee e 30
4.2 Desenvolvimento do sistema microemulsionado:..........cccccceeeiiiiiiiininnnnnn. 30
4.3 CaracterizaGao re0l0QICA: .uuuiiiiieeiieieeiiiee e e s e e e e e e e e e e e eeaanans 32
4.4 Viabilidade CEIUIAT: .....ciiiieiii e 34
4.5 INAICE A8 FAQOCITOSE: ...cuviiveeeieieeeeie ettt te et te et re e srn s 35
4.6 Atividade enzimética da superoxido dismutase: .........cccceevvvviiiiiieeeeeeeennnns 37
4.7 Correlacdo de Pearson para Viscosidade e FagocCitose: .......cccceeeeeeevvennnn. 39
5. CONCLUSAOD ..ottt bbbttt 41
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coviitiieictieteete et 42

T ANEXO ... 48



16

1. INTRODUCAO

A microemulsdo (ME) é um método muito utilizado na industria farmacéutica e
na producdo de cosméticos. Conhecida também como nanoemulsdo por ser
esfericamente menor que 1400 A (BHARGAVA et al., 1987; LANGEVIN, 1988).
Apresenta goticulas minusculas e se forma de modo opticamente translicido
(BENITA, 1998). O seu tamanho esfericamente pequeno possibilita que a
microemulsdo trabalhe como transportador de drogas que apresentam pouca
hidrossolubidade (ZHU et al., 2009). O conceito de emulsédo pode ser determinada a
partir de dois liquidos que néo se misturam, como exemplo agua e 0Oleo, estabilizados
por um conjunto de tensoativos que serdo inseridos na interface Oleo/agua
(CONSTANTINIDES et al., 1994; LAWRENCE, 1994; OLIVEIRA et al., 1997), e, se
necessario, um co-tensoativo também é utilizado. A ME é ainda definida como um
processo termodinamicamente estavel, com baixa viscosidade e isotropico (SOUZA
et al., 2017).

Hoar e Schulman (1943) introduzem a ME na literatura como um sistema
transparente que era formado a partir de uma juncéo de 0leo e agua juntamente com
tensoativos e alcool de cadeia média. Entretanto, apenas na década de 1950
Schulman e colaboradores utilizaram entdo o nome microemulséo formado através de
um sistema estavel, homogéneo e translucido possuindo um alcool de cadeia curta,
agua, benzeno e oleato de potassio (SCHULMAN et al., 1959). As ME’s sao exemplos
de interface que apresentam uma superficie retratada pelo meio dispersante onde
normalmente esse meio € aquoso e uma segunda regido ilustrada pela regido
interface, ou seja, uma regido comunicante entre as partes distintas existentes. Assim,
a mesma apresenta caracteristicas especificas e propriedades fisico-quimicas
diferentes das do meio dispersante, sédo essas particularidades que possibilitam a ME

ser utilizada em produtos farmacéuticos (BENITA, 1998).

Segundo estudos (FORMARIZ, 2005), as ME’s sdo capazes de aumentar a
efichcia dos farmacos pois melhoram a sua solubilidade e absor¢éo, diminuindo a
dose ministrada e os efeitos colaterais do mesmo. Além do que, esse complexo acaba
tanto por aprimorar a absorgédo desses farmacos devido a presenca de tensoativos,

guanto intensifica a solubilizagdo de farmacos lipofilicos em agua, preservando-os a
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fim de evitar a ocorréncia de uma hidrélise enzimatica (FORMARIZ, 2005).

As ME’s possuem vantagens em oposi¢do as formas farmacéuticas orais
tradicionais (GRADZIELSKI, 2008; KREILGAARD, 2002) devido a excelente
superficie de contato da pele com o veiculo do farmaco, o equilibrio entre as suas
fases (aquosa, lipofilica e tensoativo) auxiliam a movimentacdo do farmaco para o
estrato cérneo lipofilico (KREILGAARD, 2002; SINTOV et al., 2004). Esse sistema
ainda possui outros beneficios para administracédo oral, onde apresenta uma reducao
da toxicidade, facil administraco e uma maior capacidade terapéutica
(TALEGAONKAR et al., 2008).

O método de ME pode ser classificado em emulsdo agua em 6leo (A/O), que
utiliza a agua como fase dispersa e a fase oleosa que € a emulsionada. A emulsao
0leo em agua (O/A) é composta pela difuséo do 6leo na fase aquosa (PIANOVSKI et
al., 2008). E nesta Ultima fase em que as ME’s auxiliam a distribuicdo dos farmacos
e forma-se através de goticulas dispersas em agua e um tensoativo na interface O/A
(ACTIS et al., 1999; CONSTANTINIDES et al., 1994; CONSTANTINIDES, 1996). A
emulséo para ser produzida necessita do equilibrio entre as propriedades hidrofilicas
e lipofilicas do tensoativo, da temperatura, forca ibnica, estrutura quimica e da

utilizacdo do co-tensoativo que ndo é de uso obrigatério (FORMARIZ et al., 2005).

Winsor (1948) estabeleceu quatro tipos de sistemas da ME como mostra na
Figura 01, sendo eles: Winsor | que possui equilibrio entre a fase emulsionada e a
fase oleosa; Winsor Il o equilibrio esta entre a fase emulsionada na parte superior e a
fase agquosa em excesso; Winsow Il nesta por sua vez apresenta o equilibrio em trés
fases, sendo assim: 6leo na fase superior, emulsdo na fase intermediaria e a agua na

fase inferior; por fim Winsor IV, que apresenta o sistema monofasico translucido.
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P oo N—— — [l Microemulsio
- -_— N -_— D Fase Oleo
— D Fase aquosa
WI WII WIIL WIV

Figura. 01. Classificacdo de Winsor para sistemas microemulsionados (SILVA, 2015).

O sistema microemulsionado com sua vantagem de ser um bom distribuidor de
farmaco, auxilia na distribuicdo da melatonina no organismo (ZHU et al., 2009). A
melatonina, hormdnio secretado pela glandula pineal, tem sua producéo e liberacéo
estimulada através da escuridao (CASADO et al., 2012). A producao desse hormonio
nos humanos é decrescente, sendo maior na infancia e menor na fase adulta (RUIZ
MARTINEZ & MORALES HERNANDEZ 2015). Além de sua atividade reguladora do
sono se destaca também na regulacdo humoral, na fisiopatologia da reproducéo,
impede o crescimento tumoral, possui capacidade imunomoduladora, (MONTILLA et
al., 2001; VURAL et al., 2001), acdes antioxidantes e anti-inflamatérias associados ao
estresse oxidativo e a inflamacéao (CARRILLO-VICO et al., 2005; REITER et al., 2005).

Além disso, diminui a peroxidacéo lipidica e a apoptose (REITER et al., 2000;
REITER et al., 1998). Pesquisas revelam também que a diminuicdo da producao de
melatonina esta ligada ao envelhecimento (RUIZ MARTINEZ & MORALES
HERNANDEZ 2015). Considera-se entdo que a melatonina € um horménio

pleiotropico ja que possui varias atuacdes (HARDELAND et al., 2011).

Estudos mostram que foram encontradas enzimas que produzem melatonina
nos 0ssos, na pele, no intestino, na bile e nas plaquetas (ACUNA-CASTROVIEJO et
al., 2014). Quando entdo o organismo entra em contato com a luz, gera a lise da
enzima N-acetiltransferase (AA-NAT), resultando em uma rapida diminuicdo da
producdo de melatonina. Por sua vez, o revezamento de luz e escuriddo € o que regula

o reldgio biolégico de um organismo, agindo através da retina e do trato retiniano-
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hipotalamico em direcdo ao sistema nervoso central. Logo, a quantidade que tal
organismo ficara exposto a escuridado, sera proporcional a quantidade de melatonina
gue sera produzida. Ja a intensidade da luz, modifica a liberagcao por meio do reldgio
circadiano (sincronizacao da melatonina) (EMET et al., 2016).

O desequilibrio do sistema circadiano esta ligado a casos de sindrome
metabdlica, como exemplo temos a diabetes e a obesidade (PULIMENO et al., 2013).
A melatonina faz seu papel através dos seus receptores que estdo presentes em
diferentes tecidos periféricos, com isso conserva os ritmos circadianos. Este sistema
regula o metabolismo da glicose e fungdes fisioldgicas (SHI et al., 2013; FONKEN &
NELSON 2014). Devido a acédo antioxidante da melatonina, possui a capacidade de
neutralizar radicais livres produzidos pelas células do organismo (RUIZ MARTINEZ &
MORALES HERNANDES, 2015). Este horménio também chamado de “hormdnio da
juventude”, possui vantagens sobre o envelhecimento e em algumas doencas
referentes a ele (ZHAO et al., 2008).

Através de estudos in vitro (RUIZ MARTINEZ& MORALES HERNANDES,
2015), afirmou-se entdo que a melatonina possui uma acao antioxidante melhor do
gue a vitamina E. O seu uso tépico resulta em alguns efeitos positivos para o tecido
epitelial, como: antirrugas, regenerador cutaneo, e protetor celular relacionados a
radiacdo ionizante (RUIZ MARTINEZ & MORALES HERNANDES, 2015).

O envelhecimento é causado por fatores extrinsecos e intrinsecos, é um
procedimento que ocorre em funcdo do tempo de vida, atinge todas as células dos
seres Vvivos, resulta na diminui¢do das atividades metabdlicas celulares e as funcdes
dos o6rgdos e tecidos do organismo. Logo, este procedimento € progressivo,
irreversivel, além de acometer todos o0s organismos vivos. O resultado do
envelhecimento é dado através da genética de cada pessoa e o meio em que ela vive
(MARTINEZ & MORALES HERNANDES, 2015).

Segundo Martinez e colaboradores (2015), existem alguns fatores que afetam
o envelhecimento da pele, podendo ser intrinsecos, que seriam: novos hormonios,
regulacdo genética, e fatores inflamatorios. E/ou também fatores extrinsecos, como
exemplo: radiagbes UV e ambientes contaminados. Entre os fatores intrinsecos e

extrinsecos esta a producao de radicais livres, todos os fatores citados influenciam no
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envelhecimento cutdneo, como podemos observar na figura 02.

[ FATORES QUE AFETAM O ENVELHECIMENTO DA PELE J

RADIAGAO
PRODUGAO DE uv
RADICAIS LIVRES
CONTAMINANTES
AMBIENTAIS

[ ENVELHECIMENTO ]

DA PELE

Figura 02 Fatores que influenciam e afetam o envelhecimento (RUIZ MARTINEZ & MORALES
HERNANDEZ, 2015).

Os radicais livres sé@o subprodutos de um metabolismo estavel que conduzem
a danos oxidativos a biomacromoléculas, “séo produzidos naturalmente ou por alguma
disfuncdo biolégica” (BARREIROS et al.,, 2006) e em caso de excesso, esses
subprodutos podem danificar o DNA, as proteinas, os lipidios e os carboidratos
(WISEMAN & HALLIWELL, 1996). Segundo pesquisas, € comprovado que os radicais
livres afetam o envelhecimento e alguns processos patolégicos como a inflamacao,

doencas cardiacas, entre outras (BABIOR, 2000).

Esses radicais representam qualquer tipo de espécie molecular que possui
elétrons desemparelhados em seu orbitario, além disso sdo elementos instaveis que
participam de reacdes quimicas (YANGTHONG et al., 2009). Sao importantes para o
envelhecimento, como sdo muito reativos, a sua ativacdo pode causar danos aos
tecidos, através da separacdo das cadeias (CORDOVA & NAVAS, 2000).

Diante disso, 0 organismo apresenta mecanismos eficazes de protec¢ao contra
esses radicais, formados por um grupo de enzimas e compostos antioxidantes que

conservam essas especies fortemente reativas em concentragfes subtOxicas
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(CADENAS, 1989). Antioxidantes sao substancias presentes no organismo humano,
gue possuem a finalidade de equilibrar as moléculas oxidantes, tendo o objetivo de
minimizar ou até mesmo bloquear as reacfes de oxidacdo resultantes de radicais
livres (MAGALHAES, 2000).

Quando entdo acontece um erro nesse equilibrio, causando uma desarmonia
entre os processos de producdo e destruicdo das espécies reativas de oxigénio, inicia-
se uma condicdo em que o ataque oxidativo das biomoléculas possui vantagens,
ocorrendo alguns processos fisioldgicos e patoldégicos, como exemplo o
envelhecimento cutaneo (HARMAN, 1992).

Com isso, ha um interesse na area da cosmetologia para evitar e aliviar o
envelhecimento epitelial através de uma procura em pesquisas que evidenciem
substancias com acao antioxidante eficiente, que estao relacionadas nos produtos
cosméticos aos compradores (MAGALHAES, 2000). Tais substancias que possuem
essa acao, podem ser tanto ingeridas na dieta quanto produzidas no préprio

organismo, que € o caso da melatonina (BARREIROS et al., 2006).

Ha indicios que apontam que o envelhecimento possui uma grande influéncia
na desregulacdo da resposta imune inata (LIANG et al., 2009). Quanto maior a idade,
maior € a vulnerabilidade a infeccbes, sejam elas causadas através de fungos,
bactérias ou virus (GINALDI et al., 2001). Além de tudo, as pesquisas mostraram que
algumas fun¢des dos macréfagos ficaram comprometidas com o aumento da idade,
contendo a quimiotaxia, fagocitose, producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e até mesmo a inducdo de algumas respostas de citocinas (KISSIN et al.,
1997; TASAT et al., 2003). Com isso, a modificacao das funcdes dessas células pode

representar um importante papel nos métodos de defesa (GARDIZANI et al., 2017).

A fagocitose € um recurso do sistema imunolégico inato. No decorrer desse
procedimento, os receptores de suas membranas reconhecem uma substancia
estranha no organismo, um patégeno por exemplo, e entdo os englobam através de
invaginac6es da membrana citoplasmatica, e os deixam em uma vesicula chamada
de fagossoma (LAMBETH, 2004; UNDERHILL & OZINSKY, 2002). Essa vesicula, se
une aos lisossomos, dando origem ao fagolisossomo, que tem como objetivo a

destruicdo do microrganismo, onde depois da destruicdo o mesmo € eliminado da
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célula. E nessa fase, acontece a projecdo de sinais onde ativam algumas enzimas que
possuem capacidade de transformar o oxigénio molecular em EROs, a conversao
acontece através da enzima superoxido dismutase (SOD) em peroxido de hidrogénio
(H,0,) (MURPHY et al., 2014; PAAPE et al., 2002).

Em seguida, ocorre entdo a apresentacdo de antigenos as células do sistema
imune, com finalidade de liberar os anticorpos especificos, e também reparar o tecido
lesionado (LAMBETH, 2004). Posteriormente, a ativacado dos fagocitos depois do
mesmo ter reconhecido o agente invasor, proporciona algumas modificacdes

morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas na sua célula (ENANE et al., 1993).

O fagolisossomo possui alguns componentes toxicos que S8o espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio. As EROs séao resultantes do sistema NADPH-oxidase, que
estao localizadas na membrana fagocitaria, e que por sua vez produzem os radicais
livres, que quando reagem com outras moléculas podem formar altas quantidades de
peroxido e superoxido de hidrogénio (MOR et al., 1987; SEIDER et al., 2010).

Dentre os fagécitos mais importantes estéo, os neutrofilos, macrofagos, células
dendriticas e mondcitos que necessitam identificar o microrganismo através de
receptores de membrana (BILLER-TAKANASHI et al., 2013). ApGs sua ativacéo
liberam citocinas (proteinas que emitem sinais de inflamacéo) no tecido prejudicado
para realizar a migracdo dos outros fagocitos e proteinas de defesa impedindo que
haja a propagacéo da doenca no organismo do individuo (BILLER-TAKAHASHI et al.,
2013; STUART & EZEKOWITZ, 2005).

Enquanto ocorre a fagocitose, acontece também a formacdo de ERO, e em
consequéncia a producao de radicais livres resultantes, sdo essas substancias que
auxiliam na producdo de compostos bactericidas para eliminar os microrganismos
(BILLER-TAKAHASHI & URBINATI 2014; BILLER-TAKAHASHI et al., 2015).

Quando produzidos, os radicais livres podem interagir com aminoacidos e
proteinas dos microrganismos dificultando as ligacGes bioquimicas, fazendo com que
desative a atividade enzimatica, modificando o transporte ativo, e assim resultando
numa destruicdo celular (BARREIROS et al., 2006). Logo, os resultados obtidos
através da fagocitose (seus produtos e subprodutos) sédo altamente téxicos e serdo o

suporte de um mecanismo de defesa eficiente contra patdégenos (VOGT, 1995).
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Um exemplo de patdgeno a ser fagocitado é a Escherichia coli por possuir um
grande destaque para a saude da populacdo, com isso é uma das bactérias mais
pesquisadas no mundo (KUHNERT et al., 2000). A Escherichia coli € um constituinte
da microbiota intestinal de humanos e de animais. E uma bactéria gram-negativa,
possui formato de bacilo, e pertence a familia Enterobacteriaceae (COURA et al.,
2014; KAPER et al., 2004).

Algumas caracteristicas do fen6tipo e do gendtipo desta bactéria possibilitam a
visualizacdo de cepas patogénicas (COURA et al., 2014). Foram entédo retratados
alguns patégenos que causam diarréia, sendo eles: a enteropatogénica (EPEC),
entero-hemorragica (EHEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (CECA),
enteroinvasiva (EIEC) e por fim difusa-aderente (DAEC) (KAPER et al., 2004).

E. coli é utilizada como critério para verificar se ha contaminacéo de fezes na
agua e/ou alimentos (OMS, 2011). Para que uma bactéria seja escolhida para essa
funcdo deve estar constantemente presente nas fezes dos humanos e de alguns
animais, serem facilmente identificadas, ndo se desenvolverem em aguas naturais,
estarem presentes em fluidos residenciais e serem obrigatoriamente de origem fecal,
porém ndo ha existéncia de nenhuma bactéria que cumpre todos esses requisitos,

mas a E. coli é a que chega mais perto (BARRELL et al., 2002).

Visto que ainda ndo houveram estudos com o uso da melatonina emulsionada
na MEL sobre os radicais livres, uma vez que a mesma possui capacidade
antioxidante natural do préprio organismo, e age sequestrando esses radicais e
retardando o envelhecimento. Caso seja constado um resultado positivo, podera ser

desenvolvido um produto cuja o proposito sera diminuir 0s sinais anti-idade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a modulacao de fagdcitos, com o uso da melatonina incorporado a um

sistema microemulsionado.

2.2 Objetivos especificos

e Formular um sistema de ME incorporado com a melatonina;

e Caracterizar reoldgicamente da melatonina adsorvida em um sistema de ME;

e Avaliar a viabilidade das células mononucleares do sangue periférico com a
melatonina adsorvida a um sistema microemulsionado;

e Avaliar a atividade fagocitica de células mononucleares do sangue periférico
com a melatonina adsorvida em um sistema de ME;

e Avaliar a atividade antioxidante da melatonina através da enzima superoxido
dismutase;

e Avaliar a influencia da viscosidade na fagocitose pela correlacdo de Pearson.



25

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenvolvimento do sistema microemulsionado

Os componentes utilizados ja possuiam concentracdes pré-estabelecidas, em
gue cada composto variou de 10 a 70%.

Para produzir entdo as microemulsées (ME) foram utilizados agua destilada,
como fase aquosa, triglicérides de acido caprico/caprilico (Emfael, Betim, Brasil),
como fase oleosa, Oletado de sorbitano (Span 80®) (Emfael, Betim, Brasil), como
tensoativo, Polissorbato 80 (Tween 80®) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), como
tensoativo e 1-butanol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) como co-tensoativo (RIBEIRO,

2015). Estes componentes foram utilizados nas seguintes proporgdes (Tabela 1):

Tabela 01. Desenvolvimento do sistema microemulsionado.

COMPONENTE VOLUME (mL) PORCENTAGEM (%)
Agua 1,34 14,85
TACC 1,35 14,96
Span 80 2,2 24,39
Tween 80 3,5 38,80
Butanol 0,63 6,68

Apés 24 horas a uma temperatura laboratorial (25°C) as amostras foram
visualmente classificadas, em microemulséo liquida (MEL), microemulséo gel (MEG),

emulséo liquida (EL), emulsdo gel (EG) e separacéo de fases (SF).

3.2 Caracterizacéo reoldgica

A andlise foi realizada pelo Modular Compact Rheometer — MCR 102 (Anton
Paar GmbH, Ostfildern, Germany). Nos experimentos executados foram divididos
guatro grupos para os testes reolégicos, um contendo 600 pL de sangue, 550 pL de

sangue com 50 pL a MEL, 550 pL de sangue com 50 pL de melatonina, e o outro
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contendo também 550 pL de sangue com 50 pL de melatonina incorporada na MEL,
essas amostras foram aplicadas sobre a placa de leitura e retirado o excesso das

amostras.

As leituras foram realizadas com controle permanente do gap de medicdo com
suporte TruGap™ em 0,099 mm, célula de medigao tipo cone Toolmaster™ CP 50
(&ngulo 1°) e controle preciso da temperatura com recurso TReady™, utilizando
Software Rheoplus V3.61. Os graficos reolégicos foram todos realizados com o
Software Rheoplus. Para as curvas de fluxo e viscosidade os parametros
estabelecidos foram baseados no controle da tenséo de cisalhamento (1) de 0 a 5 Pa
para curva ascendente e de 5 a 0 Pa para a curva descendente. Esses testes foram
feitos em temperaturas de 37°C, com um n= 5 amostras em cada grupo. Com a
obtencao dos dados da curva de fluxo de cada amostra foi possivel determinar a area
de histerese, que simboliza os niveis de diferenca entre a curva ascendente e a

descendente.

3.3 Obtencao de amostras de sangue periférico

Foram coletadas 5mL de sangue periférico de 10 individuos saudaveis na faixa
etaria de 19 a 25 anos de idade. Todos os individuos que doaram estavam cientes no
momento da coleta mediante termo de consentimento livre e esclarecido de que o
sangue seria destinado para fins de pesquisa. O presente trabalho foi aprovado no

comité de ética de acordo com ANEXO 1.

3.4 Obtencao das células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

A obtencao das PBMC foi realizada por gradiente de densidade utilizando Ficoll
Paque Plus® (GE Healthcare). Foi adicionado 3 mL de Ficoll Paque Plus® acrescidos
de 5 mL de sangue no tubo falcon® (15mL). As amostras foram centrifugadas por 40
minutos a 1600 rpm. Em seguida, com auxilio de uma pipeta pasteur®, foi realizado a
coleta do anel de PBMC. Apo0s essa retirada as células foram lavadas (2x) em solucéo
salina tamponada (PBS). Na sequéncia, foi realizado a contagem na camara de

Neubauer, e ajustadas a uma concentracédo de 2x10° células/mL.
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3.5 Preparo da cultura da bactéria Escherichia coli enteropatogénica

Foi utilizada Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) sorotipo 0111: H- AL-
,eae+ eaf+ bfp+ e conservada a -70 °C. A cultura de estoque foi armazenada em agar
semisdlido a temperatura laboratorial e em auséncia de luz. Com a utilizacdo dessa
cultura de estoque, foram realizados repiques 24 horas antes do ensaio em tubos
contendo caldo BHI de 10 mL, e estes foram incubados em estufas a 37°C por 24
horas. Em seguida, as bacterias foram lavadas duas vezes com PBS, e a
concentracdo ajustada para 1x10’ bactérias por mL, medidas entdo com o
espectrofotometro (540 nm, DO=0,1).

3.6 Viabilidade celular e Ensaio da fagocitose

Apoés o ajuste da concentragao celular, foram pipetadas 500 puL de sangue e
centrifugadas por uma rotacéo de 1600 rpm por 10 minutos. ApoOs a centrifugacdo o
material foi descartado somente o sobrenadante e o pellet homogeneizado com 200
puL de Acridina Orange, € um corante vital com intuito de avaliar a viabilidade sendo
assim colore as células vivas de verde e as mortas de amarelas, permaneceu em
contato com a célula por 1 minuto acrescentando 5 mL de PBS. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 1600 rpm, para lavagem foi repetida por duas vezes.
Apoés a lavagem das células, acrescentou-se o sobrenadante, e o pellet foi desfeito.
Foi pipetado 10 pL de células em uma lamina, colocou-se entédo a laminula e realizou

a contagem em microscopio de fluorescéncia na objetiva de 40X.

A fagocitose foi avaliada através do corante Acredina Orange. Na formacéo da
suspensao das bactérias com as células utilizou-se 250 pL de bactérias e 250 pL
células, foram misturados e incubados a 37°C por 30 minutos. As suspensdes de

bactérias e células foram divididas nos seguintes grupos:
Grupo 1: 250uL de células + 250 L de EPEC
Grupo 2: 50 pL de MEL + 250pL de células + 250 uL de EPEC
Grupo 3: 50 pL de melatonina + 250uL de células + 250 uL de EPEC
Grupo 4: 50 pL de MEL com melatonina + 250puL de células + 250 uL de EPEC

E entéo foi adicionado PBS (gelado) nas amostras que foram centrifugadas
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duas vezes por 10 minutos. E entdo foi utilizado 200 uL de acridina para corar as
células, durante 1 minuto e em seguida lavado com PBS. Continuamente foram
montadas as laminas para a contagem de E. coli com o auxilio de um microscépio de
fluorescéncia (Nikon®- Eclipse E200). Para a definicdo do indice de fagocitose foi
necessario corar as células para a contagem de 100 bactérias por lamina. E entdo
para a classificacdo das bactérias vivas e mortas, sdo consideradas que as bactérias
gue possui coloracdo verde séo vivas, e as de coloragao laranjada séo mortas. E para

considerar uma fagocitose positiva € necessario que as bactérias estivessem
internalizadas nos leucécitos (HONORIO-FRANCA, 1997).

3.7 Atividade enzimética da superoxido dismutase

A determinacao da atividade da SOD foi realizada pelo método de reducéo do
azul de nitrotetrazolio (NBT) compde-se na acao da enzima catalisar por meio de
transformacao o peroxido de hidrogénio e o superoxido de oxigénio. A enzima SOD
presente na amostra inibe a reducdo do NBT pelo anion superoxido. O anion

superoéxido é gerado a partir da autooxidacéo da hidroxilamina em pH alcalino.

A atividade enzimatica da Cu-Zn SOD foi realizada com as suspensdes de
células MN. Foram pipetados 0,5 mL de cada amostra e colocados em tubos de ensaio
(vidro), conforme protocolos produzidos no laboratério. Em sguidaadicionou-se 0,5 mL
em cada amostra de mistura cloroféormio-etanol (1:1), 0,5 mL da mistura reativa de
NBT em conjunto com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (1:1.5) e 2,0mL de
tampdo carbonato com hidroxilamina, perfazendo ao final uma solu¢do com volume
de 3,5 mL. A mistura reativa foi utilizada como branco para calibrar o aparelho. A
analise do padrao foi realizado da mesma forma substituindo amostra pela mistura
hidro-alcodlica 0,5mL (1:4), 0,5 mL de mistura cloroférmio-etanol (1:1), 0,5 mL da
mistura reativa de NBT e EDTA (1:1.5) e 2,0 mL de tampdo carbonato com

hidroxilamina.

Todas as amostras foram incubadas em temperatura laboratorial por 15
minutos ao abrigo da luz e apds esse periodo a reacdo foi paralisada em gelo. A

guantidade de enzima foi determinada a partir da seguinte férmula:

_ Abs.Padrac—Abs.Amostra
SOD= Abs. Padrao z100= o4 de redugdo do NBT SOD. O resultado
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foi expresso unidades internacionais (Ul) de SOD (NOVELLI et al., 1993).

3.8 Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) e
teste de comparacdes multiplas (Teste de Tukey). Foi avaliado também a relacéo
entre viscosidade e fagocitose utilizando o teste de correlagdo de Pearson. Os dados
foram analisados no Software Bioestat 5.0 adotando um nivel de confianca de 95% e
nivel significante de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinac&o da mistura de tensoativos

A proporg¢do do co-tensoativo butanol, foi fixada em 10% e j& dos tensoativos
Spam 80 e Tween 80 obteve-se as suas porcentagens através de calculos que tinham
como finalidade atingir o equilibrio hidrofilico lipofilico (EHL) resultante da mistura de
tensoativos proposto pelo Triglicerideo de é&cido céprico/caprilico de apenas uma
amostra que foi escolhida aleatoriamente (Tabela 2). Assim, a mistura de tensoativos
SP/TW/BT foi na fracdo de 3,5:5,5:1,0 em que resultou no EHL requerido pela fase
oleosa:

Tabela 2. Valores calculados de porcentagem e EHL resultante da mistura de
tensoativos.

Mistura de SP (%) TW (%) BT (%) EHL

Tensoativos

SP/TW/BT 35 55 10 10,80

SP: Spam 80; TW: Tween 80; BT: butanol; EHL: resultante da mistura de tensoativos.

Pesquisas revelam que um valor de EHL alto, sdo de caracteristicas mais
hidrofilicas, também permitem um menor crescimento do ndcleo e uma diminuicdo do
tamanho final da particula (HOUSAINDOKHT & POUR, 2012). Valores esses

referentes aos observados no presente estudo.

Ja sdo esperados esse tipo de resultado pois o0 ajuste adequado do EHL possui
competéncia para originar sistemas menor de 100 nm, ocasionando entdo sistemas
com uma maior estabilidade termodinamica (ABOOFAZELI et al., 2000). Este trabalho
teve auxilio dessa técnica onde proporcionou a criacdo de diagramas com uma grande

area de sistemas estaveis.

4.2 Desenvolvimento do sistema microemulsionado

Os diagramas de fases pseudoternario tem o objetivo de classificar os pontos
e dominios das regibes das ME’s. A juncdo dos tensoativos SP/TW/BT com o

Triglicerideo de acido céaprico/caprilico e a 4gua destilada derivou 36 pontos com
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caracteristicas diferentes sendo esses representados abaixo pelas Figura 3 e 4:

(35:55:1,0)
SP/TW/BT
0

BWEG 4MEL EIMEL

SMEG IIMEL BOMEL  I6MEL

AMEG  12EG  19MEG  253F  0EF

35 1LEF  1BSF  MEG  MEG  IIEF

ZEF  I0EF  ITEF Z3SF  IBSF S 3656

1EF S5 ESF mEF XEF HEF  MEF BEF

. 0 10 20 30 40 50 60 70 a0 80 100
Agua Destilada (%) Triglicérides de acido capricolcaprilico (%)

: . ) Figura 04. Sistema microemulsionado de 4
Figura 03. Dlagran?a Pseudoternario das amostras como exemplo, 33: separacdo de
36 amostras de ME's (RIBEIRO, 2015). fases; 29: emulsdo gel; 23: emuls&o liquida; e 8:

MEL liquida (acervo pessoal).

Os pontos do diagrama pseudoternario selecionados para este trabalho foram
naregiao de MEL e realizado uma nova titulacdo com 18 novas concentragdes (Figura
5). Pesquisando o comportamento das fases observa-se que o sistema de tensoativos
produziu grandes faixas de sistemas estaveis. Logo a regido que se localiza abaixo
de 40% de tensoativo representa uma instabilidade e uma separacdo de fases.
Trabalhos como o de De Melo Cotrim (2016) corroboram com os resultados,
apresentando em sua pesquisa resultados parecidos.

(3.5:5,5:1,0)
SP/TW/BT

o

. 1] 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100
Agua Destilada (%) Triglicérides de 4cido caprico/caprilico (%)

Figura 05. Titulagdes de 18 concentra¢des na fase de MEL (RIBEIRO, 2015).
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4.3 Caracterizacao reologica

Foram avaliados quatro grupos, sendo eles: o grupo controle (células
sanguineas), grupo com células e com a microemulsdo, grupo com células e
melatonina e um quarto grupo que continha célula, melatonina adsorvida a
microemsuldo. A seguir 0s quatro grupos serdo representados pelo grafico da curva
de fluxo (Figura 04) e da viscosidade (Figura 05). As amostras apresentaram curva de
fluxo caracteristica de fluidos ndo-newtonianos por apresentar uma relacao nao linear

entre a curva ascendente e descendente. (Figura 04).

As propriedades reoldgicas de microemulsbes dependem do tipo, forma,
densidade e numero de componentes presentes na formulacdo, bem como as
interacdes entre eles. Assim, mudancas microestruturais séo refletidas na reologia da
microemulsdo (ACHARYA & HARTLEY, 2012).

t
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Figura 06. Curva de fluxo dos grupos controle (célula); grupo com MEL e células; com melatonina (M)
e células e por fim, grupo com a MEL com a melatonina e com as células (acervo pessoal).

Os grupos ilustrados mostram que ndo houve diferenca significativa (p>0,05),
sendo assim o0 sangue nao perdeu a sua caracteristica de fluido ndo-Newtoniano.
Segundo a pesquisa de Ribeiro (2015), a microemulsdo nao é capaz de alterar o fluido

do sangue, com isso nao houve alteragdo comportamental. A amostra utilizada nesse
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trabalho, apresenta caracteristicas de fluido ndo-Newtoniano que é possivel identificar
devido a presenca da area de histerese, relacionado com a tensdo de cisalhamento
aplicada nos fluidos utilizados. O valor da area de histerese entre 0 e +- 1 Pa. s resulta
no fluxo newtoniano, e valor menor que -1 Pa.s resulta em fluxo ndo-newtoniano e

valores maiores que +1 Pa.s resultam fluxo ndo-newtoniano (SCHERER et al., 2016).
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Figura 07. Viscosidade dos grupos controle (célula); grupo com MEL e células; com melatonina (M)
células e por fim, grupo com a MEL com a melatonina e com as células (acervo pessoal).

O grafico acima (Fig. 05) demonstra a viscosidade do fluido, em que o grupo
gue apresenta apenas a melatonina aumentou a viscosidade da amostra (p<0,05), ja
0 grupo gue contem a MEL com ou sem a melatonina possui a capacidade de corrigir
o efeito negativo que a melatonina sozinha causa. Trabalhos realizados comprovam
a influéncia da viscosidade quando adicionado a MEL mostrando que a mesma néo
altera a viscosidade do fluido (ROJAS et al., 2009; ACHARYA & HARTLEY, 2012).

Através do teste estatistico foi comprovado que o grupo que apresenta apenas
a melatonina altera a viscosidade do sangue, e prova também que a ME consegue

melhorar esse efeito (Tabela 3).
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Tabela 3 - Viscosidade sanguinea.

GRUPOS: VALOR DA VALOR DE p:
VISCOSIDADE (Pa.s):

Células x MEL/Células 3,2.103%+2,1.10* 0,3501
Células x M/Células 3,9.103+9,3.10* 0,0015
Células x MEL/M/Células 3,2.103+1,5.10* 0,9633
MEL/Células x M/Células 4,0.103+8,9.10* 0,0038
MEL/Células x 3,2.103+2,4.10* 0,4425
MEL/M/Células

M/Células x 3,9.103%+9,4.10* 0,0019
MEL/M/Células

Média e desvio padréo da viscosidade e analises estatisticas dos grupos comparando, células e MEL
com células; células e melatonina com células; células e melatonina emulsionada a MEL com células;
MEL com células e melatonina com células; MEL com células e melatonina emulsionada a MEL com
células; melatonina com células e melatonina emulsionada a MEL com células.

4.4 Viabilidade

O indice de viabilidade celular encontra na Tabela 4, em que foram analisados
0s ensaios de viabilidade por cerca de 30 minutos tanto do grupo controle quanto dos
grupos experimentais, foi evidenciado que todos os grupos apresentaram viabilidade

celular superior a 98%.
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Tabela 4- Viabilidade celular.

GRUPOS VIABILIDADE CELULAR (%)
Controle 99,2+0,83

Mel + C 99+1

M+C 98,8+1,30

Mel+ M + C 99,8+0,44

Os dados representam a média + o desvio padrdo (DP) e analises estatisticas, p=0,4040 dos grupos
controle (célula); grupo com MEL e células; com melatonina (M) e células e por fim, grupo com a MEL
com a melatonina e com as células.

Gomez-Gallego (2015) contribui para os valores estatisticos de viabilidade,

obtiveram uma viabilidade celular 290% nos grupos que contem a MEL.
4.5 indice de Fagocitose

A Figura 06 ilustra a fagocitose dos quatro grupos. Observa-se que 0 grupo
incumbado com os estimulos (MEL, M E MEL+M) apresentaram maior indice de
fagocitose em relacdo ao grupo controle, iSSo se repete no grupo que apresenta
apenas a melatonina. A fagocitose foi superior quando adicionada a melatonina a

microemulsao.
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Figura 08. indice de fagocitose dos grupos células com EPEC, microemulsdo com células e EPEC,
melatonina com células e EPEC, e microemulsdo com melatonina células e EPEC (acervo pessoal).

* Diferencas com relacéo ao grupo CONTROLE + EPEC;
T Diferencas com relacéo ao grupo MEL + C + EPEC;
* Diferengas com relag&o ao grupo M + C + EPEC;

# Diferencas com relagéo ao grupo MEL + M + C + EPEC;

No presente trabalho, os grupos com a MEL apresentam maior indice de
fagocitose quando comparadas ao grupo incubado apenas com melatonina, mas o
grupo com a melatonina incorporado a MEL se sobressaiu em relacdo a todos os
demais. No grupo controle (células) o indice de fagocitose foi de 17,6+2,3%, no grupo
com a microemulséo foi de 61+6,5%, no grupo com a melatonina 38+9,5% e no grupo
com a microemulsdo e a melatonina 75+£3,5%. Nos estudos de Ribeiro (2015) o grupo

com a MEL também teve um maior aumento no indice de fagocitose

A tabela 5 apresenta e compara os indices de fagocitose entre 0s grupos
incubados com aos diferentes estimulos a diferenca estatistica realizado através do
teste de Tukey entre os grupos da fagocitose, em que mostra que todas as amostras

se diferenciaram.
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GRUPOS: INDICE DE VALOR DE p:
FAGOCITOSE (%):

Célula x MEL/Célula 39,3+23,22 <0,001
Célula x M/Célula 27,8+12,59 <0,001
Célula x MEL/M/Célula 46,3+30,38 <0,001
MEL/Célula x M/Célula 49,5+14,37 0,002
MEL/Célula x 68+8,88 0,002
MEL/M/Célula

M/Célula x MEL/M/Célula 56,5+20,65 <0,001

Média e desvio padrdo e andlises estatisticas da fagocitose dos grupos dos grupos controle (célula)
relacionado com o MEL e células; células com melatonina (M) e células; célula com MEL, melatonina
e células; MEL e células relacionados com melatonina e células; MEL e células com MEL, melatonina

e células; melatonina com células e MEL com melatonina e células.

4.6 Atividade enzimética da superoxido dismutase

Observa-se gue a bactéria apresentou maior concentracdo da SOD em relacéao

aos fagocitos. Isso mostra que a EPEC apresenta um bom sistema de defesa

antioxidante, antes mesmo de ser atacada pelas células MN, Figura 07.
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Figura 09. Niveis da enzima superoxido dismutase (SOD) entre grupos com célula e bactéria (acervo
pessoal)

* p=0,0310.
Na presenca dos fagocitos a EPEC reduz significativamente (p<0,05) sua

defesa antioxidante, caracterizada pela reducdo dos niveis da SOD, Figura 08.
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Figura 10. Niveis da enzima superoxido dismutase (SOD) entre grupos com bactéria e células +
bactérias (acervo pessoal).

*p=0,0015.

A melatonina proporcionou um aumento na concentracdo da SOD. Dessa
forma, pode ser que o efeito antioxidante da melatonina foi somado ao efeito
antioxidante da SOD, Figura 09.
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Figura 11. Niveis da enzima superoxido dismutase (SOD) entre grupos com células + bactérias e
células + bactéria + melatonina (acervo pessoal).

*p=0,0272

Apesar desse radical possuir alguns efeitos ruins, ele apresenta uma
fundamental importancia para as células imunologicas, na sua auséncia o0 organismo
fica vulneravel a infeccbes causadas por virus, bactérias e fungos. Esse radical é
produzido in vivo durante o processo inflamatodrio, para combater corpos estranhos,
através de fagocitos ou linfocitos e fibroblastos (BARREIROS & DAVID, 2006). A SOD
€ um dos mais poderosos antioxidantes enzimaticos intracelulares capaz de eliminar
a superprodugao de ERO’s e repara danos celulares (CARVALHO, 2012; KURUTAS,
2016). Trabalhos realizados como Rosa (2010), intensificam resultados positivos
sobre o0 uso da melatonina relacionados a SOD, em que mostra que a atividade da
SOD teve um aumento de 57% nos ratos que foram tratados com a melatonina

comparando com grupos de ratos que nao receberam.

4.7 Correlacao entre Viscosidade e Fagocitose

Na Tabela 6 foi comparado os valores estatisticos de fagocitose e de
viscosidade. Porem seu efeito sera positivo ou negativo dependendo do paciente, se
for um paciente saudavel provavelmente terd um efeito negativo podendo ocasionar
até uma parada cardiaca, jA em pacientes com hemorragias por exemplo, neste caso

uma maior viscosidade ajudaria a diminuir o fluxo sanguineo.



40

Tabela 6- Correlagao entre grupos

CELULA MEL + C M+ C MEL + M + C
VALOR DE r 0,1461 -0,441 0,5839 -0,8561
VALOR DE p 1,39x107 2,85x108 2,04x10° 4,31x1011

Correlagéo entre viscosidade e fagocitose dos grupos controle (célula); grupo com MEL e células;
com melatonina (M) e células e por fim, grupo com a MEL com a melatonina e com as células.

Os grupos ilustrados acima apresentam relagédo linear entre as amostras e
mostram a correlacdo da fagocitose com a viscosidade. O grupo controle e o grupo
com apenas a melatonina apresentaram uma correlacao diretamente proporcional, ja
0 grupo com a MEL e com a melatonina adsorvida ao sistema microemulsionado teve

efeito inversamente proporcional.

A analise de correlacdo de Pearson mede o grau entre duas variaveis, que
mede a afinidade das mesmas, o0s valores mais proximos de 1 ou -1 sdo consideraveis
uma correlacao forte onde 1 ilustra uma correlacédo positiva e -1 negativa. Logo o0s
valores que estdo mais proximos de 0 apresenta a correlacéo fraca. Na Tabela 6, os
resultados obtidos revelam que o grupo que apresenta a MEL+ Melatonina + C possui
uma correlacdo mais forte que as demais, indicando que a viscosidade influencia na

fagocitose.
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5. CONCLUSAO

A caracterizacdo reolégica mostrou que a melatonina incorporada na

microemulsdo ndo alterou a curva de fluxo.

Houve aumento da viscosidade induzido pela melatonina livre, porem
guando incorporada a microemulsdo ocorre a reducéao da viscosidade para

valores dentro do normal.
A viabilidade celular foi superior a 98% em todos 0s grupos.

Houve aumento no indice de fagocitose em todos os grupos incubados com
estimulo, sendo superior no grupo em que a melatonina adsorvida a

microemulsao.

A melatonina comprovou seu efeito antioxidante proporcionando um

aumento da atividade da SOD.

A correlacdo de Pearson mostrou uma correlacdo forte e inversamente
proporcional entre a fagocitose e viscosidade do grupo contendo

microemulséo liquida melatonina e célula
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