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RESUMO

GARCIA, J. B.Perfil noturno da sintese da melatonina na glandula pineal de
ratos com obesidade hipotalamica induzida pelo glutamato monossdédico.2014.
94f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2014.

A glandula pineal, através da secrecao ritmica do hormdénio melatonina, tem a funcéo
de um temporizador do meio interno. Pela sua caracteristica de ser sintetizada
exclusivamente no periodo noturno a melatonina regula diversos sistemas
fisiologicos, adaptando-os as exigéncias de cada momento do dia. Dessa forma, a
melatonina influencia o sono, o sistema imunoldgico, a fungédo cardiovascular, o
metabolismo de carboidratos, entre outros. O objetivo deste trabalho foi o de analisar
o perfil noturno da sintese de melatonina na glandula pineal de ratos, em diferentes
idades, tratados com glutamato monossédico (MSG) no periodo neonatal. Este
tratamento induz um quadro de obesidade hipotalamica no animal adulto, associado
a um déficit no crescimento e resisténcia insulinica. Ratos Wistar, machos e fémeas,
receberam injecdes de MSG (4mg/g/dia) ou de solucéo salina (0,9%) do segundo ao
oitavo dia pés-natal. Foram avaliados o peso corporal, o comprimento naso-anal e o
peso dos tecidos adiposos retroperitoneal e periepididimal. O perfil noturno da
melatonina e da atividade da enzima AANAT foi analisado, bem como o GTT e o ITT.
O tratamento com MSG induziu um aumento significativo no peso dos tecidos
adiposos, caracterizando o quadro de obesidade. No entanto, ndo houve aumento de
peso corporal, devido a uma reducdo do tamanho desses animais. Os animais
obesos ndo apresentaram hiperglicemia, nem houve alteracdo na tolerancia a glicose
guando avaliada pelo GTT, mas sim na sensibilidade a insulina, avaliada pelo ITT,
com resisténcia insulinica associada a obesidade. A ritmicidade da sintese de
melatonina pela glandula pineal foi preservada, mas houve um aumento da
melatonina no ZT 15 induzido pelo MSG que foi observado em machos e fémeas a
partir de 3 meses de idade. A avaliagdo da atividade da AANAT mostrou 0 mesmo
aumento no ZT 15, o que explicaria 0 aumento encontrado na sintese de melatonina.
Diferentemente do que é conhecido da literatura onde obesidade, diabetes e
sindrome metabdlica estdo associados a uma reducdo na sintese de melatonina,
neste modelo de obesidade induzida pelo MSG neonatal foi observado o aumento da
sintese de melatonina.As alteracfes na sintese de melatonina parecem decorrer da
lesé@o hipotalamica do nucleo arqueado e areas proximas, com a reducdo de NPY no
nucleo PVH ou na glandula pineal. Poderiam ser devidas, ainda, a um aumento da
insulina ou da noradrenalina na glandula.

Palavras-chave: Glutamato Monossédico. Sindrome
Metabolica.ObesidadeHipotalamica. Melatonina. AANAT.



ABSTRACT

GARCIA, J. B. Nocturnal profile of melatonin synthesis in the pineal gland of
rats with hypothalamic obesity induced by monosodium glutamate.2014. 94 p.
Masters thesis (Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2014.

The pineal gland synthesizes the hormone melatonin exclusively at night. Melatonin is
a temporal synchronizer of the physiological systems, adapting the organisms to the
diurnal environmental changes. Melatonin regulates the sleep-wake cycle,
immunological system, cardiovascular function, carbohydrate metabolism, among
others. The purpose of this work was to analyze the effects of neonatal monosodium
glutamate (MSG) administration on the nocturnal profile of melatonin synthesis in the
rat pineal gland, in different ages. Neonatal MSG induces hypothalamic obesity in the
adult in association with impaired growth and insulin resistance. Wistar rats, males
and females, were injected neonatally with MSG (4mg/g/day) or saline solution (0.9%)
from the second to eighth post-natal day. Body weight, naso-anal length and weight of
retroperitoneal and periepididymal adipose tissues were evaluated. Nocturnal
melatonin and AANAT activity profiles and GTT and ITT were also analyzed. It was
observed the typical obesity in consequence of neonatal MSG treatment, with a great
increase in adipose depots without increase in body weight. This is due to a reduced
body length which occurs in consequence of growth hormone impairment. MSG group
was not hyperglycemic, nor showed glucose intolerance that was evaluated by GTT.
However, ITT test evidenced an insulin resistance in males and females at the age of
5 months. In females insulin resistance was more precocious and occurred with 3
months of age. Melatonin synthesis was not altered in relation to circadian
rhythmicity, but there was an increase in melatonin synthesis at ZT 15. The same was
observed for AANAT activity, which could explain the melatonin synthesis alterations.
Diabetes, metabolic syndrome and obesity are associated with a melatonin reduction.
In this model of hypothalamic obesity induced by neonatal MSG there was an
elevation of melatonin.Melatonin synthesis changes could be related to hypothalamic
lesions, in particular of the arcuate nucleus, leading to a NPY reduction in the PVH
nucleus or in the pineal gland. It is also possible that the alterations could be due to
insulin or norepinephrine elevation.

Palavras-chave:MonosodiumGlutamate. MetabolicSyndrome.
Melatonin.Hypothalamic Obesity. AANAT.



1 INTRODUCAO

1.1 Glandula pineal e melatonina

Em vertebrados, a glandula pineal sintetiza o horménio melatonina
exclusivamente durante o periodo noturno, caracterizando uma variagéo tipica dos
ritmos circadianos. Essa producdo noturna de melatonina € um fato observado em
todas as espécies estudadas, sejam elas diurnas ou noturnas. A glandula pineal
participa na organizagdo temporal de ritmos biolégicos, atuando como mediadora
entre o ciclo claro/escuro ambiental e os processos regulatérios fisioldgicos, incluindo
a regulacdo enddcrina da reproducédo, do metabolismo de carboidratos, dos ciclos de
atividade-repouso e sono/vigilia, do sistema imunoldgico, entre outros (CIPOLLA-
NETO; AFECHE, 2008).

A luz é o fator ambiental predominante que controla a sintese de melatonina
pela pineal. A luz durante a noite apresenta efeito supressor sobre a sintese desse
horménio (ARENDT, 1995; IUVONE et al., 2005).

A melatonina € um horménio que transmite informacgdes relativas a luz
ambiental sincronizando ritmos circadianos e sazonais internos que coordenam
outros ritmos biologicos (FERRARI et al., 1990). Ela desempenha um importante
papel na fisiologia de mamiferos agindo através dos receptores metabotrépicos MT,
e MT,, cada qual acoplado a um tipo de proteina G distinto (DUBOCOVICH;
MARKOWSKA, 2005). A melatonina também pode agir como antioxidante através da
sua absor¢cdo em células, devido a sua natureza anfifilica, que permite que ela
atravesse a membrana com facilidade, ou ainda através de mecanismos de captacao
ativa (HARDELAND, 2013).

Existem trés subtipos de receptores de melatonina acoplados a proteina G: o
Mella (MT1), Mellb (MT2) e o Mellc; cujos genes sdo o MTNR1A, MTNR1B e
MTNR1C respectivamente. Em humanos apenas sdo expressos os subtipos MT1 e
MT2. O GPR50 é expresso apenas em mamiferos euterianos sendo ortélogo ao
MTNR1C. Este heterodimeriza-se com o MTNR1A e com o MTNR1B, interferindo
apenas na sinalizacdo do MTNRZ1A e por ndo se vincular a melatonina é considerado
um receptor 6rfao (HARDELAND, 2013).



A sintese de melatonina ocorre de forma ritmica, pois € controlada pelo relogio
endogeno circadiano, sendo estimulada durante o periodo escuro e inibida durante o
periodo claro (ARENDT, 1995; IUVONE et al.,, 2005). Nos mamiferos, o reldgio
circadiano central estd localizado nos nudcleos supraquiasmaticos (NSQ) do
hipotdlamo anterior (MOORE; LEAK, 2001), os quais regulam os niveis de RNAm da
enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase (AANAT) (SHANAHAN et al., 1999),
enzima passo-limitante na via de sintese da melatonina (KLEIN et al., 1970; KLEIN et
al., 1978).

Os relégios circadianos apresentam ritmicidade autossustentavel,
sincronizando funcdes fisiologicas e comportamentais ao ciclo dia/noite solar
(HASTINGS et al.,, 2003). O oscilador central ou relégio biologico transmite a
ritmicidade para todo o organismo através de vias humorais e neurais eferentes
(REPPERT; WEAVER, 2002) alcancando os osciladores em tecidos periféricos
(KOHSAKA et al., 2007).

Sendo a luz o principal sinal ambiental para a sincronizacdo dos NSQ, ela
exerce efeitos diretos sobre os ritmos circadianos e na sintese de melatonina
(HIKICHI et al., 2011). Esses ritmos enddégenos sao sincronizados a partir de pistas
ambientais, sendo a luz a mais importante. Esta € captada pela retina (LUCASSEN et
al.,, 2012), e é convertida em um sinal neuroenddcrino pela glandula pineal
(ARENDT, 1995; GOLDMAN, 2001; IUVONE et al., 2005). A transmisséo desse sinal
luminoso para os NSQ é feita pela via retino-hipotalamica (ERLICH; APUZZO, 1985).

Em mamiferos, o sinal do oscilador central é transmitido para a glandula pineal
através dos ganglios cervicais superiores que sado a principal fonte de inervacéo da
glandula pineal (LARSEN, 1999; MOORE; KLEIN, 1974).

Além da inervacdo simpatica, a glandula pineal também recebe inervacao
parassimpatica. Os neur6nios parassimpaticos tém seus corpos celulares originando-
se no ganglio pterigopalatino e no ganglio 6tico (SIMONEAUX; RIBELAYGA, 2003).

Assim, a pineal, juntamente com a retina e os NSQ, em mamiferos, formam
um sistema fotoneuroendécrino (KORF et al.,, 1998) responsavel pela sintese e
secrecdo de melatonina sob a influéncia do ciclo claro-escuro ambiental diario e
sazonal (REITER, 1991). Esse hormdnio, por sua vez, tem um papel importante na
coordenacdo dos osciladores periféricos entre si e destes com o oscilador central
(HARDELAND, 2012).



1.2 Regulagéo da sintese de melatonina

A melatonina € sintetizada a partir do aminoacido essencial triptofano que é
transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofanohidroxilasel
(TPH1). O 5-HTP sofre uma descarboxilagéo catalisada pela enzima descarboxilase
de Il-aminoacidos aromaticos resultando na formacdo de serotonina (5-HT)
(CIPOLLA-NETO et al.,, 2014). A serotonina, entdo, € N-acetilada pela enzima
AANAT formando a N-acetilserotonina, que por sua vez é O-metilada pela enzima
hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIOMT) para formar a melatonina (KLEIN; WELLER,
1970). A melatonina ndo é estocada na pineal e, portanto, a sua concentracao
plasmatica esta diretamente relacionada ao processo de sintese e secrecdo pela
pineal (ARENDT et al.,, 1985). Esse processo de sintese da melatonina esta
representado na Figura 1.

A AANAT limita a disponibilidade de N-acetilserotonina que sera O-metilada,
pela HIOMT, para formar a melatonina (KLEIN; WELLER, 1970). Sua atividade na
glandula pineal aumenta a noite, durante o periodo de escuro, para niveis 10 a 70
vezes maiores em relacdo aos niveis observados durante o dia. A exposicéo a luz,
apos o inicio do escuro, acarreta uma rapida diminuicdo na atividade dessa enzima,
decaindo pela metade em menos de 4 minutos. Esse blogueio pela acdo da luz
ocorre através dos fotorreceptores oculares presentes nas células ganglionares da
retina (KLEIN; WELLER, 1972).

O controle neural do metabolismo da glandula pineal origina-se no nucleo
paraventricular do hipotalamo que se projeta para a coluna intermédio-lateral da
medula toracica alta, nos neurdnios pré-ganglionares do sistema nervoso autbnomo
simpético. Estes neurdnios projetam-se entdo para os ganglios cervicais superiores,
cujos neurdnios pos-ganglionares chegam a glandula pineal através dos ramos
carotideos internos e nervos conarios (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008). A Figura 2
representa as estruturas neurais envolvidas no controle da sintese de melatonina e

na sincronizagdo com o ciclo claro/escuro ambiental.



FIGURA 1 - Vias metabdlicas de sintese e degradacao da melatonina.
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A Figura 1 representa as vias metabdlicas de sintese e degradacdo da melatonina e de outros inddis

na glandula pineal. De noite (lado direito) predomina a via acetilativa gerando melatonina. De dia (lado
esquerdo) predomina a via desaminativa-oxidativa.

Fonte: Adaptado de Cipolla-Neto e Afeche, 2008.



FIGURA2-Vias neurais envolvidas no controle da sintese de melatonina pela
glandula pineal do rato.

A Figura 2 representa as vias neurais envolvidas no controle da sintese de melatonina pela glandula
pineal, que se inicia no PVH. A via retino-hipotalamica, que conecta a retina aos NSQ ¢é a responsavel
pela sincronizacdo dos NSQ ao ciclo de iluminacdo ambiental. Estdo representados também os
principais neurotransmissores envolvidos. GLU: glutamato; NSQ: nlcleo supraquiasmatico; GABA:
acido gama-aminobutirico; PVH: nucleo paraventricular hipotalamico; IML: coluna intermédio-lateral da
medula espinhal; Ach: acetilcolina; GCS: ganglio simpatico cervical superior; P: pineal; NOR:
noradrenalina.

Fonte: Adaptado de Cipolla-Neto e Afeche, 2008.

A ativacdo da via que se inicia nos nucleos PVH induz a liberacdo de
noradrenalina (NOR) na glandula pineal, a qual interage com receptores [-
adrenérgicos para aumentar a atividade da AANAT de maneira dependente de AMPc
(monofosfato ciclico de adenosina), o qual age como segundo mensageiro ativando a
proteina quinase A (PKA) resultando por fim em um aumento da conversdo de
serotonina em N-acetilserotonina, molécula precursora da melatonina (KLEIN et al.,
1970). Os agonistas Bi-adrenérgicos sdo mais potentes em relagéo aos agonistas f3,-
adrenérgicos, evidenciando que os efeitos estimulatorios sobre a atividade da
AANAT ocorrem principalmente pela interacdo da NOR com receptores do sub-tipo
Bi-adrenérgicos (PARFITT et al., 1976). A NOR também atua em receptores a;-
adrenérgicos potencializando os efeitos B-adrenérgicos sobre a atividade da AANAT.

Ambos o0s estimulos aumentam os niveis tanto de AMPc quanto de



GMPc(monofosfato ciclico de guanosina), sendo que o estimulo a;-adrenérgico é
mais eficaz na elevagdo do GMPc e o estimulo 3;-adrenérgico tem maior efeito sobre
o AMPc (KLEIN et al., 1983).

A estimulacao B-adrenérgica aumenta a quantidade de AMPc intracelular pela
ativacdo da enzima adenilato-ciclase através de uma proteina G estimulatoria (Gs) e
a potencializagdo desse efeito pela ativagdo aj-adrenérgica envolve a ativacao da
fosfolipase C, através de uma proteina Gqg, promovendo a hidrdlise do
fosfatidilinositol (PI), com a consequente formacao de diacilglicerol (DAG) e trifosfato
de inositol (IP3). A ativagao dos receptores a;-adrenérgicos promove, também, um
aumento da concentracdo do Ca** intracelular, dependente tanto do aumento do
influxo de Ca®* quanto da liberacdo de Ca®* dos estoques intracelulares pelo IP3
(CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

Esse aumento na concentragdo de célcio no interior da célula € importante
para aumentar os niveis de AMPc e GMPc (SUGDEN et al., 1986). O Ca** além de
elevar os niveis de AMPc pela ativacdo da proteina quinase C (PKC) (SUGDEN et
al., 1985), também potencializa os efeitos do AMPc sobre a atividade da AANAT
através da fosforilacdo mediada pela PKC (CHOI et al., 2004; YU et al., 1993).

Isoladamente, os efeitos (B-adrenérgicos sobre a atividade da AANAT sé&o
menores do que quando ambos os tipos de receptores (a e B) sdo ativados. Os
efeitos desencadeados pelos receptores aj-adrenérgicos ndo causam, por si sO, um
aumento efetivo na atividade da AANAT (KLEIN et al., 1983; VANECEK et al., 1985).

Dessa maneira, a ativacdo da via que se inicia no nucleo PVH a noite promove
a liberagcéo de NOR, que agindo em receptores a; e ;-adrenérgicos eleva os niveis
de AMPc em mais de 10 vezes. Essa acao adrenérgica estimulatdria na pineal pode
ser blogueada pela acao da luz através de projecdes retino-hipotalamicas (KIM et al.,
2007; ROSEBOOM et al., 1996).

A sintese de melatonina pela pineal é inibida durante o dia, quando os niveis
de AMPc diminuem consideravelmente. A degradacdo do AMPc esta ligada ao
aumento da atividade da fosfodiesterase que também apresenta ritmo diario e se
encontra aumentada no fim do periodo noturno (KIM et al., 2007).

A estimulacdo adrenérgica iniciada com o periodo escuro, eleva rapidamente

0s niveis de AMPc, cujo pico é alcancado em 15 minutos e depois ocorre uma queda



gradual nas proximas horas. A velocidade de aumento da atividade da AANAT é
mais lenta atingindo seu pico maximo apoés 3 a 4 horas (KLEIN et al., 1978).

A regulacdo da atividade da AANAT depende tanto de mecanismos
transcricionais refletindo os niveis de RNAmM dessa enzima, quanto de mecanismos
pos-transcricionais envolvendo sintese proteica, mas também depende de eventos
poés-traducionais que envolvem ativacdo e inativacdo da AANAT, bem como sua
degradacéao (COON et al., 1995).

A relacdo entre as alteracfes nos niveis de RNAmM da AANAT e a atividade
dessa enzima varia de acordo com a espécie considerada. Em ratos, a estimulacéo
a;-adrenérgica sozinha eleva parcialmente os niveis de RNAmM da AANAT sem
alterar a fosforilacdo do CREB. Em humanos, a exposicado a luz apos ter iniciado o
periodo escuro diminui a atividade da AANAT rapidamente sem alterar os niveis de
RNAmM da enzima, evidenciando uma regulacdo envolvendo mecanismos pos-
transcricionais (KLEIN et al., 1996).

A ativacdo da PKA pela NOR induz a fosforilacdo do fator de transcricdo
CREB (proteina ligante ao elemento de resposta ao AMPc) em serinal33. A CREB
fosforilada (pCREB) se liga ao sitio CRE do gene que expressa a AANAT. A
desfosforilacdo da pCREB por sua vez, € um mecanismo essencial para reduzir a
sintese de melatonina no final do periodo escuro. Os niveis de pCREB atingem seu
pico 30 minutos apds o inicio do estimulo noradrenérgico, e esse momento coincide
com o inicio do aumento dos niveis de RNAmM da AANAT e posteriormente ocorre 0
aumento dos niveis de ICER (fator de transcricdo inibitério) (KOCK et al., 2003).
pCREB e ICER competem pelo sitio CRE do gene que codifica a AANAT. Em uma
fase tardia do periodo escuro, quando os niveis de ICER estéo elevados, este se liga
ao sitio CRE do gene da AANAT impedindo a interacdo deste com o pCREB e
inibindo a expressao dessa enzima (MARONDE et al., 1999). Ambos CREB e ICER
sdo ativados pelo AMPc, ratificando a importancia desse nucleotideo ciclico induzido
pela NOR no controle da transcricdo e atividade da AANAT e por conseguinte na
regulacdo da sintese e secrecdo de melatonina (BORJIGIN et al., 1995).

Um sistema proteolitico dependente de ubiquitina é responsavel pela
degradacao da AANAT que, por meio de ubiquitinasligases, associam as ubiquitinas
aos residuos N-terminais da AANAT. A leucina presente no residuo N-terminal

parece ter papel determinante no reconhecimento pelas ubiquitinas, com a



consequente degradacdo da AANAT pelo sistema proteassomal (HUANG et al.,
2010).

O AMPc tem um papel importante na estabilizacdo dessa enzima através da
ativacdo da PKA, que fosforila a AANAT prevenindo sua degradacédo pela protedlise
proteassomal (GASTEL et al., 1998). A PKC também desempenha um papel
relevante na estabilidade da AANAT sendo fundamental para a manutengcdo da sua
atividade. Apos ativacdo da PKC pela agao da NOR em receptores a;-adrenérgicos,
essa PKC fosforila a AANAT no residuo treonina (Thr29) e essa fosforilacdo contribui
para a sua estabilizacdo (CHOI et al., 2004).

A fosforilagdo da AANAT promove a interacdo dessa enzima com a proteina
14-3-3 formando um complexo que resulta na ativacdo da AANAT e sua protecao
contra a protedlise proteassomal, desempenhando um papel chave no controle da
sintese de melatonina (KLEIN et al., 2002).

Além da AANAT, a HIOMT também apresenta variacdes didrias com um
aumento noturno, embora discreto. O aumento da expressao dessas enzimas e da
sintese de melatonina a noite esta relacionado com o estimulo noradrenérgico da
pineal. A inibicdo dessas enzimas, AANAT e HIOMT, no periodo claro ou quando
ocorre uma exposicdo a luz apos inicio do periodo escuro, apresenta diferencas
cinéticas. A diminuicdo dos niveis de RNAm da AANAT é lenta com meia vida de 2h
e 30min, jA a queda dos niveis de RNAm da HIOMT apresenta meia vida de 30
minutos. Contudo, a diminuicdo na sintese de melatonina ndo depende apenas da
diminuicdo dos niveis de RNAmM dessas enzimas estando relacionada também a
protedlise proteassomal da AANAT. O aumento da sintese de melatonina no periodo
escuro envolve o aumento da atividade da AANAT e aumento dos niveis de RNAm
tanto da AANAT quanto da HIOMT (RIBELAYGA et al., 1999a).

A HIOMT é responsavel pela O-metilacdoda N-acetilserotonina formando a
melatonina. A noite os niveis de RNAm da HIOMT, bem como a sua taxa de
atividade se encontram aumentados em relacdo ao dia em 100% e 30%
respectivamente. O aumento da expressdo génica da HIOMT esta relacionado a
ativacao de receptores 1-adrenérgicos enquanto que o aumento da atividade dessa
enzima é independente da acdo em receptores adrenérgicos (RIBELAYGA et al.,

1999b). A regulacdo da HIOMT envolve diferentes mecanismos além do estimulo



noradrenérgico e varios peptideos incluindo o neuropeptideo Y (NPY) modulam a
atividade dessa enzima (RIBELAYGA et al., 1997).

Outra enzima importante no processo da sintese de melatonina é a
triptofanohidroxilase (TPH), por se tratar de uma enzima passo-limitante na sintese
de serotonina, molécula precursora da melatonina. Essa enzima também apresenta
atividade ritmica circadiana com aumento de 100% em 3 horas ap0s o inicio do
periodo escuro e diminuicdo pela exposicdo a luz em 90 minutos. A regulacdo da
atividade da TPH se da pela atividade dos neurbnios noradrenérgicos, por um
mecanismo dependente de AMPc, envolvendo receptores [(-adrenérgicos
estimulados no periodo escuro (EHRET et al., 1991).

Os niveis de RNAm da TPH ndo apresentam alteracdes circadianas,
evidenciando que o aumento noturno da atividade da TPH n&o esta relacionado com
uma elevacdo da expressdo do gene da TPH e sim com mecanismos pos-
traducionais (HUANG et al., 2008).

O sistema nervoso parassimpatico (SNP) também desempenha um papel
modulador no controle da sintese de melatonina pela pineal. A acetilcolina apresenta
um efeito inibitério sobre a sintese de melatonina por sua acdo em receptores
muscarinicos inibindo a liberacio de NOR, e em receptores nicotinicos
desencadeando a exocitose do glutamato em pinealdcitos através do aumento do
célcio intracelular. O glutamato interage com seus receptores metabotrépicos do tipo
MGIuUR3 inibindo a cascata do AMPc e diminuindo a sintese de melatonina (YAMADA
et al., 1998).

A melatonina influencia diversos processos fisiolégicos, inclusive a modulacdo
da secrecdo e acao da insulina, e esta por sua vez também desempenha um papel
modulador na sintese de melatonina potencializando os efeitos da NOR. Ja foram
descritos receptores para insulina na glandula pineal de ratos (HILL et al., 1986; KAR
et al., 1993) e os efeitos da insulina sobre a sintese de melatonina estdo ligados a
mecanismos pos-transcricionais que alteram a atividade das enzimas TPH e AANAT
(GARCIA et al., 2008).

O NPY apresenta um papel modulador da sintese de melatonina, e encontra-
se co-localizado com a NOR nos neurfnios pés-ganglionares simpaticos que inervam
a glandula pineal. Esse peptideo € um neurotransmissor com agbes pré e pos-

sinapticas atuando através de dois subtipos de receptores, NPY-1 e NPY-2. Em nivel



pré-sinaptico diminui levemente a liberagdo de NOR via proteina G inibitoria acoplada
a receptores NPY-2 e, em nivel pds-singptico diminui os efeitos estimulatorios da
NOR sobre o AMPc. Essa reducdo moderada dos niveis de AMPc ndo esta
relacionada a degradacdo de AMPc e sim a uma inibicdo da adenilatociclase pela
acao em receptores NPY-1 (SIMONNEAUX et al., 1994).

Outro aspecto ligado & modulacdo da sintese de melatonina é a presenca de
um sistema renina-angiotensina local na pineal. Esse sistema interfere no
metabolismo dos inddis na glandula pineal, sendo um importante modulador ténico
da atividade da TPH atraves da acao direta da angiotensina Il em receptores AT;. A
ativacdo desses receptores leva a um aumento na producdo de todos os inddis,
inclusive da melatonina (BALTATU et al., 2002).

A secrecdo de melatonina pela pineal também pode ser estimulada pelos
peptideos VIP e PACAP de maneira dependente de AMPc através dos receptores do
tipo VIP1/PACAP. A acao B-adrenérgica moderada pode ser potencializada pela
acdo desses peptideos ocasionando uma modulacdo sutil no pico noturno de
melatonina (SIMONNEAUX et al., 1998).

A glandula pineal também recebe projecbes diretas que se originam em
diversas regides do sistema nervoso central (SNC), dentre as quais o folheto
intergeniculado talamico. Este folheto parece ser uma estrutura importante no
processo de inibicdo da sintese de melatonina durante uma foto-estimulacéo noturna
de curta duracdo (CIPOLLA-NETO et al., 1995). Os principais neurotransmissores
presentes nos neurénios do folheto intergeniculado talamico sdo o NPY, o peptideo
intestinal vasoativo (VIP), a vasopressina (AVP) e a vasotocina (AVT) (ARENDT,
1995).

1.3 Melatonina, metabolismo dos carboidratos e diabetes

Diabetes mellitus (DM) é um distarbio metabdlico complexo e primario dos
carboidratos, que envolve também os lipideos e as proteinas, caracterizado por
hiperglicemia resultante da perda progressiva da secrecdo ou da acdo da insulina
(ZIMMET et al., 2001).

A insulina é um horménio peptidico constituido por duas cadeias de residuos

de aminoacidos. A cadeia a contém 21 residuos e se encontra interligada a cadeia (3,



gue contém 30 residuos, por uma ponte de dissulfeto entre os residuos de cisteina
(CURY; PROCOPIO, 2009). E o principal hormdnio anabolico, pois promove a
captacdo e a utilizacdo da glicose pelos tecidos muscular e adiposo, aumenta a
producdo de glicogénio no musculo e no figado, aumenta a sintese de proteinas e
diminui sua degradacdo, aumenta a lipogénese e diminui a lipdlise. Assim é um
hormdnio com acdo hipoglicemiante e hipolipemiante que pertence a familia de
horménios que incluem os fatores de crescimento (IGF | e IGF 1), relaxina e varios
peptideos do tipo | (KOEPPEN; STANTON, 2009).

O receptor para insulina € uma proteina heterotetramérica formada por duas
subunidades a extracelulares dispostas simetricamente que se ligam, cada uma
delas, a uma subunidade B através de pontes de sulfeto (CURY; PROCOPIO, 2009).
Assubunidades B cruzam a membrana e contém tirosinacinases na superficie
citossolica (KOEPPEN; STANTON, 2009).

A ligagéo da insulina ao seu receptor induz a autofosforilagdo das subunidades
B nos seus trés residuos de tirosina (KOEPPEN; STANTON, 2009). Essa
autofosforilagdo faz com que a cadeia B passe a ter atividade tirosinacinase e
fosforilea tirosina dos substratos protéicos dos chamados substratos do receptor de
insulina (IRS1 e IRS2) (CURY; PROCOPIO, 2009), e outras classes de proteinas
adaptadoras: as proteinas Shc e as proteinas APS (KOEPPEN; STANTON, 2009).

Na via dominante, os IRSs ativam a cascata de proteinas serinacinases
(AKTs) levando a uma variedade de funcdes fisiologicas, incluindo a regulacédo da
homeostase de nutrientes. A ativacdo das proteinas Shc esta relacionada a
regulacdo da transcricdo, crescimento e diferenciacdo celular e sintese proteica
(BEALE, 2013).

A sensibilidade a insulina nos tecidos-alvo é regulada fisiologicamente por
fatores circulantes incluindo lipideos, horménios e adipocinas e suas respectivas vias
de sinalizacdo, que interagem com a via de sinalizacdo da insulina. Assim, o tecido
adiposo juntamente com o cérebro e o intestino constituem um eixo neuroenddocrino
gue regula o metabolismo, em grande parte através da regulacdo da sensibilidade a
insulina nos tecidos-alvo (BEALE, 2013).

Seres humanos e ratos apresentam uma variagcdo diaria na tolerancia a
glicose e na sensibilidade a insulina (BEN-DYKE, 1971).



A melatonina tem um papel importante na regulacdo do metabolismo da
glicose, interferindo entre outros, com a regulacdo da sintese e ac¢des da insulina.
Estudos ja descreveram a presenca de receptores para melatonina em ilhotas
pancreaticas de ratos (MULDER et al., 2009; PESCHKE et al., 2000) e de humanos
(BOUATIA-NAJI et al., 2009; PESCHKE et al., 2007). A melatonina interfere no ritmo
diario da secrecao da insulina e na prépria acdo da insulina alterando, dessa forma, a
homeostase dos carboidratos (LIMA et al., 1998).

O ritmo circadiano da melatonina influencia a secrec¢éo de insulina através da
sua acao em receptores MT1 pela inibicdo da adenilatociclase, diminuicdo do AMPc,
e da ativacdo da PKA, reduzindo a liberacdo da insulina (PESCHKE et al., 2006;
PESCHKE et al., 2007; PICINATO et al., 2002b). Esta descrito também uma eventual
acao em receptores MT2 inibindo a guanilatociclase e diminuindo GMPc, levando a
uma reducao ainda maior na liberacdo da insulina quando esses receptores também
sdo ativados (PESCHKE; MUHLBAUER, 2010). Existem dados contraditorios na
literatura sobre o papel da melatonina na secrecédo da insulina que mostram que a
melatonina ativa a via da PLC/IP3 que mobiliza o Ca*? dos estoques intracelulares,
aumentando a concentracdo do célcio no interior da célula e consequentemente
aumentando a secrecao de insulina (ESPINO et al., 2011).

O diabetes tipo 1 ou insulino-dependente, ocorre pela destruicdo das células
B e consequente reducdo acentuada nos niveis de insulina (American Diabetes
Association). Ratos com diabetes tipo 1, induzido por estreptozotocina, apresentam
uma reducédo nos niveis de melatonina circulantes (STEBELOVA et al., 2007). Esse
resultado esta de acordo com estudos realizados por Amaral et al. (2014) que
mostraram haver uma diminuicdo de 50% na sintese de melatonina pela pineal de
ratos tratados com estreptozotocina. Porém, existem dados na literatura que
mostram um aumento nas concentracdes plasmaticas de melatonina com aumento,
na pineal, na expressdo génica das enzimas AANAT e HIOMT e na expressao de
receptores para insulina e 31-adrenérgicos (PESCHKE et al., 2011).

Muitos estudos relatam uma diminuicdo na sintese de melatonina em ratos
com diabetes tipo 2 (CHAMPNEY et al., 1985; NISHIDA et al., 2002; NISHIDA et al.,
2003; PESCHKE et al., 2006; PESCHKE et al., 2007), em pacientes diabéticos tipo 2
com retinopatia diabética proliferativa (HIKISHI et al.,2011) e em pacientes diabéticos

tipo 2 com neuropatia autonémica cardiaca (TUCUNTU et al., 2005). Esta reducéo



pode ser devida a uma diminuicdo da atividade da AANAT (ESPINO et al., 2011;
PESCHKE et al., 2006) ou a outros fatores como diminui¢cdo nos niveis de RNAm das
enzimas AANAT e HIOMT, diminuicdo dos precursores como o triptofano e a
serotonina e diminuicdo do neurotransmissor noradrenalina (BACH et al.,, 2010;
FRESE et al., 2009). Ratos com diabetes tipo 2 apresentaram diminuigcdo nos niveis
de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), as quais estimulam a sintese de
melatonina e inibem a secrec¢ao de insulina (PESCHKE et al., 2012).

A diminuicdo da sintese de melatonina tem sido evidenciada como um fator
importante no desenvolvimento do diabetes (ESPINO et al., 2011; NISHIDA et al.,
2002; NISHIDA et al.,, 2003). Foi demonstrado que ratos pinealectomizados
desenvolveram alteracbes na homeostase dos carboidratos. A resposta do pancreas
a uma carga de glicose mostrou-se reduzida nesses animais, sugerindo que a
melatonina é crucial para a regulagdo da resposta da célula 8 a glicose (LIMA et al.,
1998). O ritmo diario da secrecao de insulina e a capacidade de oxidacao da glicose
em células B pancreaticas de ilhotas isoladas modificam-se apdés 30 dias de
pinealectomia, havendo um aumento da secrecao de insulina induzida pela glicose e
na oxidacao da glicose (PICINATO et al., 2002a).

A melatonina, através de receptores MT1, além de reduzir o AMPc, ativa vias
de sinalizacdo adicionais que atuam sobre a fosforilacdo de receptores de IGF e de
insulina, IRS-1, AKT, Erkl, Erk2 e STAT3 em ilhotas pancreaticas ativando as vias
de sinalizacao da insulina e do IGF-1 (PICINATO et al., 2008). Essa fosforilacdo do
IRS-1 ocorre apds a fosforilagdo da subunidade B do receptor de insulina e pode
desempenhar um papel alvo nas vias de sinalizacdo estimuladas pela insulina e pela
melatonina e também na inter-relacdo desses hormonios sobre o peso corporal e
metabolismo dos carboidratos (ANHE et al., 2004).

Um aumento no conteudo de receptores MT2 foi relatado como fator de risco
para o diabetes tipo 2 (LYSSENKO et al., 2009) e a remocao de receptores
MT1prejudicou a capacidade do camundongo para metabolizar a glicose devido a um
aumento da resisténcia a insulina (CONTRERAS-ALCANTARA et al., 2010).

Desvios nas propriedades dos receptores podem causar uma variedade de
alteracdes, o0 que é evidente a partir dos morfismos detectados e suas associagdes
com problemas de salde, sugerindo que essas mutacdes podem alterar mecanismos
regulatorios de maneira substancial (HARDELAND, 2013).



Uma variacdo genética no receptor MTNR1B, que em humanos corresponde
ao receptor MT2 descrito para os animais, também tem sido relacionada com o
diabetes tipo 2 ( BOUATIA-NAJI et al., 2009; CHAMBERS et al., 2009; ESPINO et al.,
2011; KIM et al., 2011; LANGENBERG et al., 2009; LYSSENKO et al., 2009). Essa
alteracdo, caracterizada por polimorfismos de nucleotideos uUnicos (SNPSs)
(CHAMBERS et al., 2009; KIM et al., 2011) esta associada a um defeito na resposta
inicial da insulina e diminuicdo da sensibilidade a glicose em células 3, causando um
aumento na glicemia e no risco para o diabetes tipo 2 (LANGENBERG et al., 2009) o
gue pode sugerir uma ligacao entre a regulacéo do ritmo circadiano e homeostase da
glicose através da via de sinalizacdo da melatonina (BOUATIA-NAJI et al., 2009).

A disfuncdo na sintese de melatonina pode ndo soO resultar de variantes
genéticas, como também pode ser adquirida durante a vida, decorrente de uma
doenca ou devido ao processo do envelhecimento. As variantes genéticas
associadas as patologias, apenas refletem fatores de risco e ndo necessariamente
levam a doenca (HARDELAND, 2013).

A melatonina age como horménio influenciando funcdes fisioldgicas e
encontra-se diminuida em muitas doencas metabdlicas, enddcrinas e neuroldgicas,
ndo se sabendo ainda se a relacdo entre a reducdo dos niveis de melatonina e essas
doencas é de causa ou efeito (HARDELAND, 2012).

Vérios fatores podem contribuir para a diminuicdo da sintese e secrecao da
melatonina. A entrada visual para o NSQ, a integridade do NSQ e a via de ligacdo do
NSQ com a pineal podem estar afetados (HARDELAND, 2013). Essa reducédo vem
sendo associada a obesidade e doencas associadas, pois a melatonina é um
regulador inibitério da adipogénese atuando, em parte, através da inibicdo da
atividade de um fator de transcricdo critico para esse mecanismo, o C/EBPJ
(ALONSO-VALE et al., 2009).

Dados epidemiolégicos e experimentais suportam a associacao entre
distirbios de ritmos fisiolégicos, diminuicdo do sono e supressdo da sintese de
melatonina enddgena pela acdo da luz a noite, sendo que esses fatores podem
contribuir para a obesidade e suas co-morbidades como é o caso do diabetes tipo 2
(REITER et al., 2012).

A reducdo da sintese de melatonina induz resisténcia a insulina, intolerancia a

glicose, distarbios do sono e desorganizacdo circadiana metabdlica caracterizando



um estado de cronodisfuncdo e desordens metabdlicas que constituem um ciclo
vicioso agravando o estado geral de saude e levando a obesidade (CIPOLLA-NETO
et al., 2014).

A melatonina influencia alguns aspectos da biologia dos adipdcitos através da
modulagéo da expressao ritmica dos genes do reldgio (ALONSO-VALE et al., 2008)
como é o caso do Clock e Bmal que estdo envolvidos na variacao diaria da glicemia
e da trigliceridemia (RUDIC et al., 2004).

1.4Glutamato monossédico como um modelo de obesidade hipotalamica

O glutamato é um aminodcido neurotransmissor excitatério predominante no
sistema nervoso central. Em altas concentracbes, o glutamato torna-se toxico ao
sistema nervoso central por aumentar de forma persistente a condutancia ionica da
membrana, levando a perda do equilibrio i6bnico nos neurénios, em especial do
célcio. Uma elevacdo do calcio intracelular pode induzir morte neuronal através da
ativacdo de um conjunto de enzimas, como lipases, proteases, ATPases e DNases
(BESANCON et al., 2008).

O glutamato monossoédico (MSG), sal sédico do &cido glutamico, também é
neurotdxico e parece interagir com receptores de membrana induzindo necrose e
destruicdo neuronal por provocar uma despolarizacdo acentuada da membrana
provavelmente por alteragdes agudas na condutancia ao sédio e ao potassio (KIZER
et al., 1978).

Alguns estudos com humanos chineses e modelos animais sugerem que a
ingestdo de MSG pode estar associada com sobrepeso e obesidade e isso tem
gerado uma preocupacdo crescente com o uso frequente do MSG, pois este esta
presente em muitos alimentos comerciais e como condimento na dieta (SHI et al.,
2010).

Tordoffet al. (2012) estudaram os efeitos do MSG na dieta em roedores
adultos e ndo encontraram evidéncias de que o consumo de MSG influencia no peso
corporal, no consumo energético e na composi¢cdo corporal. Um estudo com
chineses também concluiu ndo haver associagéo entre o consumo de MSG e ganho
de peso corporal (Shiet al.,, 2010). Em contrapartida, Insawanget al. (2012), ao

estudarem uma populacdo rural da Tailandia, concluiram que para a maioria dos



individuos o alto consumo de MSG esta associado a um maior risco de apresentar
excesso de peso e sindrome metabdlica. Outros estudos também afirmam que o
MSG €é um condimento usado na industria alimenticia cujo consumo pode estar
associado a um maior risco de aumento do peso corporal independente do consumo
de calorias e da pratica de atividade fisica (He et al., 2008; He et al., 2011). Da
mesma forma, a suplementacao da dieta com MSG (100 g/kg de peso corporal por
via oral) induziu obesidade em ratos, com severo aumento na gordura corporal em
animais hipofagicos, podendo ser devida a resisténcia a leptina gerada pela acdo do
MSG em receptores de leptina (AFIFI; ABBAS, 2011).

Em animais recém-nascidos, cuja barreira hemato-encefalica ainda nao se
encontra totalmente formada, a administracdo subcutanea de MSG lesa varias
estruturas centrais na regiao circunventricular, principalmente o ndcleo arqueado do
hipotalamo (ARN) (KIZER et al., 1978). O hipotdlamo desempenha papel chave na
homeostase energética e no controle do peso corporal (HOCHBERG; HOCHBERG,
2010). Assim, a administracdo de MSG em modelos animais no periodo neonatal
causa obesidade (NAGATA et al., 2006) pelo envolvimento de mecanismos neurais
gue regulam a ingestao alimentar e o gasto energético (BEAS-ZARATE et al., 2002).

O MSG vem sendo utilizado de diversas maneiras para induzir a obesidade
em roedores. Para Sasakiet al. (2009), uma Unica dose de 4 mg/g de MSG foi a mais
eficaz para a inducdo de obesidade em camundongos, levando a um quadro de
obesidade severa, diabetes tipo 2 e alteracdes hepaticas. Papa et al. (2002), com a
administracdo de 2 mg/g por 5 dias consecutivos (do 1° ao 5° dia de vida), em
camundongos, mostraram que essa dosagem levou a obesidade, intoleréncia a
glicose e resisténcia a insulina. Essa mesma dosagem administrada do 1° ao 4° dia
de vida foi eficiente para desenvolver, em camundongos machos com 29 semanas
de idade, um quadro de obesidade com aumento nos niveis séricos de glicose,
insulina, colesterol total, bem como levar a intolerancia a glicose, resisténcia a
insulina, glicosuria e hipertrofia das ilhotas pancreéaticas (NAGATA et al., 2006). Em
ratos adultos, doses de 4 mg/g administradas em dias alternados durante os 10
primeiros dias de vida causam obesidade, hiperinsulinemia e hiperglicemia (HIRATA
et al., 1997). A reducédo do contetudo de GLUT 4 (transportador de glicose sensivel a
insulina) e o aumento nos niveis séricos de leptina pelo aumento do tecido adiposo,

também foi demonstrada em ratos com 3 meses de idade que receberam esse



mesmo tratamento com o MSG (MACHO et al., 2000). Nesse modelo de obesidade
induzida pelo MSG neonatal ha uma perda da regulacao pela leptina devida a leséo
no nucleo arqueado.

Essa mesma dose de 4 mg/g quando administrada de forma consecutiva
durante os 7 primeiros dias de vida causa obesidade e intolerdncia a glicose
acarretando diabetes tipo 2 em ratos com 60 semanas de idade (MORRISSON et al.,
2007).

Ja foi descrito também que ratos Wistar tratados com MSG (4 mg/g de peso
corporal nos 5 primeiros dias de vida) apresentam hipertensédo arterial na idade
adulta (CUNHA et al.,, 2010; MATTOS et al., 2012) podendo ser devida a um
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS) (SOUZA et al., 2008) que
ocorre na obesidade induzida pelo MSG (CUNHA et al.,, 2011). Um estudo sugere
gue o aumento dos niveis plasmaticos de leptina esta relacionado ao aumento da
pressao arterial associada a obesidade (RAHMOUNI, 2010). Os resultados de
Konrad et al. (2012) sugerem que ratos Wistar obesos, pela administracdo do MSG
(2 mg/g/dia, durante os 7 primeiros dias de vida), ttm a funcdo autonémica cardiaca
prejudicada, o que provavelmente contribui para o aumento da pressédo arterial e
para a resisténcia a insulina.

A resisténcia a insulina, observada na obesidade induzida pela administracdo
neonatal de MSG em ratos, ocorre pela diminuicdo dos efeitos da insulina no
transporte da glicose devido a diminuicdo do contetdo de GLUT 4 e pela reducéo do
namero de receptores desse horménio em tecidos sensiveis (MACHO et al., 2000).

Os efeitos observados com os tratamentos com MSG foram semelhantes
guando as injecBes foram subcutaneas ou intraperitoneais (SHIVSHANKAR; DEVI,
2005).

A administracdo de MSG em ratos neonatos é um modelo de obesidade sem
hiperfagia, pois ocorrem lesdes no nucleo ventromedial e no nucleo arqueado do
hipotalamo (NAKAGAWA et al., 2000), causando aumento do tecido adiposo visceral
pela perda do controle entre absor¢cdo e gasto energético (VON-DIEMEN et al.,
2006). Camundongos também ja foram reconhecidos como modelo animal para
obesidade sem polifagia (NAGATA et al., 2006).

O aumento do tecido adiposo e do indice de Lee (indice utilizado para avaliar
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caracterizando um quadro de obesidade sem alteracdo na ingestdo alimentar, pode
sugerir distarbios em funcdes endocrinas e metabdlicas que podem estar
relacionados com uma diminui¢cdo do NPY no nucleo PVH. Isto decorre da destruicéo
de corpos celulares do ARN cujas fibras liberam NPY no PVH (ABE et al., 1990). De
fato, um grande numero de fibras que liberam NPY no PVH tem origem nos corpos
celulares de neurdnios do ARN e o tratamento com MSG pode suprimir a modulagéo
tbnica inibitoria exercida, em condicdes normais, pelo nucleo ARN sobre os
neurdnios do PVH (KERKERIAN; PELLETIER, 1986).

1.5 Melatonina, obesidade e sindrome metabdlica

A sindrome metabdlica (SM) é um distarbio complexo caracterizado por
obesidade abdominal, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, hipertenséo,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia com diminuicdo nos niveis de lipoproteinas
de alta densidade (HDL) (RANA et al., 2007). E considerada como um fator de risco
para o diabetes e doencas cardiovasculares, mas, estudos recentes sugerem que a
SM é um estado pré-morbido e tem a inflamacdo, que estid associada a diversas
doencas crdnicas, como mecanismo subjacente (ODA, 2012).

O tecido adiposo é um 6rgao enddécrino que regula a sensibilidade a insulina
em tecidos periféricos (KOISTINEN et al.,, 2004) e dessa forma tem um papel
importante no controle dos niveis séricos de glicose (ALARCON-AGUILLAR et al.,
2008).

Doencas metabdlicas, como o diabetes, estdo relacionadas com a disfuncéo
do tecido adiposo e sua consequente inflamacédo crénica (HAGITA et al., 2011). O
tecido adiposo do obeso apresenta hipertrofia dos adipécitos e diminuicdo no nimero
de células (ZORAD et al.,, 1993) com infiltracdo de mondécitos e macréfagos
(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). H4 um aumento na expressao de citocinas pro-
inflamatorias (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005) produzidas pelo excesso de tecido
adiposo (LAGATHU et al., 2003; MATSUZAWA, 2006), levando ao aumento do fator
de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) (ALARCON-AGUILLAR et al.,
2008; LEGUISAMO et al., 2012), resistina e leptina (ROMAN-RAMOS et al., 2011).

O aumento dessas citocinas esta associado ao aumento do estresse oxidativo
(DANDONA et al., 2010) e a inflamacao crénica de baixo grau (DANDONA et al.,



2010; DAS; FAMS, 2001) que é relatada como indutora da resisténcia a insulina
(LAGATHU et al., 2003; MATSUZAWA, 2006) e predispde ao diabetes tipo 2 (KAHN;
FLIER, 2000).

Esse estado inflamatorio crénico decorrente da obesidade ocorre pelo excesso
de nutrientes nas células e tem efeito inibitério sobre a acdo da insulina através de
quinases inflamatdrias como a quinase c-jun N terminal (JNK), quinase inibitoria kB
(IKK) e a proteina quinase ativada por RNA de dupla fita (PKR) (GREGOR;
HOTAMISLIGIL, 2011), sendo estas importantes mediadores da resisténcia a insulina
relacionada a obesidade (FURUYA et al., 2010; HERDER et al., 2007).

Os niveis aumentados de glicose e insulina presentes na resisténcia a insulina
podem ser a origem da sindrome metabdlica e do diabetes (CONTRERAS-
ALCANTARA et al., 2010).

A resisténcia a insulina € uma diminuicdo da resposta celular & insulina frente
a ingestédo de glicose alterando o metabolismo desta e seus estoques em tecidos
periféricos (BENITO, 2011). Esta relacionada a um conteudo reduzido de GLUT4 em
tecidos sensiveis a insulina sem alterac6es na quantidade de GLUT1 (MACHADO et
al., 1994) e tem a obesidade como fator mais importante em sua etiologia (CORNIER
et al., 2008).

Em ratos espontaneamente hipertensos, a administracdo de MSG levando a
reducdo na expressdao do GLUT4, resisténcia a insulina e aumento nas
concentracfes plasmaticas de marcadores inflamatérios, caracteriza um modelo
animal de sindrome metabdlica (LEGUISAMO et al., 2012). Isto se deve ao fato de
gue esta sindrome € definida por alteracdes metabdlicas incluindo obesidade
abdominal, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemia aterogénica,
hipertensdao e “status” pré-inflamatério (CORNIER et al.,, 2008). Alguns autores
consideram o quadro induzido pelo MSG como semelhante a sindrome metabdlica,
uma vez que ratos tratados com o MSG no periodo neonatal desenvolvem essas
alteracdes citadas, incluindo a hipertensdo (CUNHA et al., 2010; FERREIRA et al.,
2011; KONRAD et al., 2012; MATTOS et al., 2012).

Ratos obesos com 3 meses de idade, tratados com MSG no periodo neonatal,
apresentaram aumento da insulinemia e glicemia; redugéo do “binding” da insulina no
figado, musculo esquelético e tecido adiposo sugerindo atenuacdo dos efeitos da

insulina no transporte da glicose com diminuicdo no conteido de GLUT4 em



adipdcitos, apesar da lipogénese basal estar aumentada indicando importante papel
da glicose na adipogénese desses animais (MACHO et al., 2000). Zoradet al. (1993)
também encontraram diminuicdo na sensibilidade a insulina e no transporte de
glicose em adipdcitos, com menor conteido de GLUT4 no tecido adiposo epididimal
de ratos com obesidade induzida pelo MSG, com 3 meses de idade. J& foi descrito
também que na obesidade induzida pelo tratamento neonatal com MSG ocorre um
defeito na membrana do adipdcito caracterizado pela presenca de receptores de
insulina com proteinas alteradas ocasionando baixo numero de receptores com alta
afinidade a insulina (ZORAD et al., 2003).

A melatonina pode desempenhar um importante papel na regulagédo do peso
corporal e do metabolismo energético, podendo prevenir ou reverter os efeitos
nocivos da obesidade e das alteragcbes metabodlicas associadas que podem
caracterizar a sindrome metabdlica, dentre as quais a resisténcia a insulina,
resisténcia a leptina e desordens cardiovasculares (NDUHIRABANDI et al., 2012).

Ja foi descrito que alteracdes no ciclo claro/escuro alteram a sintese de
melatonina pela glandula pineal de ratos (KLEIN; WELLER, 1972) e que durante o
processo de envelhecimento ocorre uma reducdo da sintese de melatonina pela
pineal. Ratos quando mantidos em condigcdbes de quebra de ritmo dia/noite
desenvolvem alteracdes metabdlicas que caracterizam a sindrome metabdélica como
obesidade abdominal, hiperinsulinemia, hiperglicemia, hipercolesterolemia, glicosuria
e outras. O uso de melatonina noturno, nesses animais a partir dos 4 meses de
idade, pode diminuir esses distarbios do metabolismo (VINOGRADOVA; ANISIMOV,
2013).

Ratos com um quadro de sindrome metabdlica, tanto em uma fase inicial
guanto totalmente desenvolvida, tiveram suas alteracbes no peso corporal e na
pressdo arterial neutralizadas, bem como apresentaram uma redugdo nha
hiperglicemia (ap6és uma carga de glicose) e nos niveis plasmaticos de LDL,
triglicérides e acido urico, ao serem suplementados com melatonina (CARDINALI et
al., 2013).



1.6 MSG e os ritmos circadianos

Os ritmos circadianos na fisiologia e no comportamento, assim como todos 0s
ritmos circadianos, sdo sincronizados pelo ciclo claro/escuro ambiental (RUSAK;
ZUCKER, 1979).

O NSQ e o IGL (folheto intergeniculado lateral) do tadlamo sdo essenciais para
0 arrastamento desses ritmos comportamentais pela luz. Estes fazem parte de um
sistema que recebe informacdes foticas da retina, o qual € morfologicamente e
fisiologicamente independente do sistema visual (MOORE, 1992).

Estudos tém evidenciado que a melanopsina poderia ser o fotopigmento
responsavel pelo arrastamento do sistema circadiano pela luz (BROWN; ROBINSON,
2004; HANNIBAL; FAHRENKRUG, 2002; HATTAR et al., 2002; PEREZ-LEON et al.,
2006; PROVENCIO et al., 2000).

Em humanos, a melanopsina € uma opsina expressa nas células da camada
interna da retina, ndo sendo observada nas células fotorreceptoras da retina
sugerindo que esta opsina ndo esta envolvida na formacédo da imagem, mas pode
mediar funcdes fotorreceptoras néo visuais como a regulacao de ritmos circadianos e
a supressdo aguda da sintese de melatonina pela pineal (PROVENCIO et al., 2000).

As células ganglionares da retina, que expressam melanopsina, se projetam
para o NSQ através do trato retinohipotalamico e sdo intrinsicamente fotossensiveis
(HANNIBAL; FAHRENKRUG, 2002) ndo dependendo de aferéncias provenientes de
bastonetes ou cones fotorreceptores, 0s quais eram considerados as Unicas células
que respondiam diretamente a luz (BROWN; ROBINSON, 2004).

As células ganglionares de ratos também sao intrinsicamente fotossensiveis e
invariavelmente expressam melanopsina. Este pigmento, provavelmente, é o
responsavel pela fototransducdo das células ganglionares da retina que iniciam
funcdes visuais ndo formadoras de imagem (HATTAR et al., 2002). Alteracdes nos
genes que expressam melanopsina prejudicam o fotoarrastamento circadiano bem
como outras respostas ndo visuais a luz (BROWN; ROBINSON, 2004).

O MSG lesa células retinianas, mas apresenta seletividade para as células
amacrinas, bipolares e ganglionares da camada interna da retina, sem danificar as

células fotorreceptoras da camada externa da mesma (OLNEY, 1969). Porém, o



sistema responsavel pela sincroniza¢do da ritmicidade permanece integro, apesar
dos danos causados as células ganglionares.

Ratos tratados com MSG apresentam danos visuais que ndo impedem o
arrastamento de ritmos circadianos pelo ciclo claro/escuro, pois outras aferéncias
gue conduzem a informagdo Iluminosa sao suficientes para que ocorra o
arrastamento do NSQ (EDELSTEIN et al., 1995).

Hamsters tratados com MSG, apesar de apresentarem lesées em neurdnios
da camada interna da retina, continuaram sincronizando sua atividade locomotora ao
ciclo de luz ambiental, indicando que a via responsavel pelo arrastamento fético da
atividade locomotora nao foi afetada, embora as vias visuais remanescentes tenham
sido marcadamente reduzidas (PICKARD et al., 1982).

Ratos tratados com MSG e sincronizados ao claro/escuro continuam
expressando ritmo de atividade com periodo de aproximadamente 24 h. No entanto,
em livre curso, ratos controles apresentam um ritmo de atividade locomotora robusto,
enquanto os tratados com MSG apresentaram um encurtamento significativo do
periodo circadiano e uma decomposicdo em componentes ultradianos (MYABO et
al., 1985).

Com relacao ao ritmo de temperatura corporal, ratos controles e tratados com
MSG foram arrastados pelo ciclo claro/escuro com um pico préximo a 24 horas, no
entanto, quando expostos a luz constante (LC), os animais controles mostraram uma
perda progressiva na ritmicidade circadiana, enquanto que os tratados com MSG
foram insensiveis aos efeitos mascaradores da LC sobre o ritmo circadiano de
temperatura corporal (EDELSTEIN et al.,, 1995). Essa preservagdao do ritmo de
temperatura em animais tratados com MSG, sob condi¢cdes de LC, pode resultar de
uma diminuicdo da sensibilidade aos efeitos prejudiciais da LC, devido aos danos
causados pelo MSG na retina ou coliculos e ndo envolvendo as aferéncias diretas do
IGL para o NSQ (via geniculohipotalamica) (EDELSTEIN; AMIR, 1999).

A amplitude do ritmo de ingestdo alimentar, em ciclo de luz 12/12 h, foi
atenuada em ratos tratados com MSG em relagdo aos controles. Ratos controles,
mas nao os tratados com MSG, apresentaram menor amplitude do ritmo quando
expostos a luz constante em relagéo ao ciclo 12/12 h e em ciclos de luz curtos (2/2 h)

apresentaram uma significante inibicdo da atividade durante as 2 h do periodo de luz.



Esses resultados indicam que o MSG elimina o mascaramento pela luz do
comportamento alimentar (MISTLBERGER; ANTLE, 1999).



6 CONCLUSOES

O modelo utilizado mostrou-se adequado, pois houve a instalacdo do quadro
de obesidade hipotalamica verificada através do aumento da gordura visceral e
déficit no crescimento levando a um aumento no Indice de Lee, sem alteracdo no
peso corporal.

O MSG induz um aumento na resisténcia a insulina aos 5 meses de idade em
ratos machos e fémeas, sendo que nas fémeas esse quadro foi encontrado ja aos 3
meses de idade. A resisténcia a insulina também se apresentou de forma mais
intensa nas fémeas, assim como a porcentagem de aumento da gordura visceral. A
glicemia de jejum e a tolerancia a glicose nao se alteraram em ambos 0S sexos.

A sintese de melatonina na glandula pineal apresentou um aumento, sendo
observado a partir dos 3 meses de idade. Essas altera¢cfes na sintese de melatonina
sdo semelhantes nos animais de varias idades analisadas, mantendo-se inalteradas
ao longo do desenvolvimento e se ddo no sentido de um aumento da sintese de
melatonina 3 h (ZT 15) apds o inicio do periodo escuro, acompanhada pelo aumento
da atividade da enzima AANAT. Esse aumento da melatonina e da atividade da
enzima AANAT no ZT 15 pode representar um adiantamento de fase, como
observado para algumas idades estudadas.

As alteracbes da sintese de melatonina pela glandula pineal neste modelo de
obesidade associada a resisténcia insulinica parecem dever-se a lesdo decorrente do
tratamento neonatal com MSG, pela reducdo do NPY ou pelo aumento da insulina

e/ou noradrenalina.
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