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RESUMO

Ramos Lobo AM. Alteracdo dos ritmos diarios de temperatura e atividade motora
provocada pelo diabetes induzido por estreptozotocina em ratos Wistar. [dissertacao
(Mestrado em Ciéncias)] — Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2013.

Nos mamiferos, os nucleos supraquiasmaticos coordenam a ritmicidade bioldgica,
regulando os ritmos circadianos e sazonais do organismo. A melatonina, horménio
produzido principalmente pela glandula pineal, é conhecida por ser um importante
agente regulador dos ritmos enddgenos, incluindo atividade motora (AM) e
temperatura corporal (TC), sendo a sua producéo influenciada por diversos fatores,
como por exemplo, o diabetes mellitus tipo | (DM1). No rato, o DM1 promove a
diminuicdo da TC, da AM e da sintese de melatonina, e o tratamento com insulina
reverte tanto o efeito sobre a média da TC quanto sobre a sintese de melatonina,
porem nado reverte a diminuicAo da media da AM. No entanto, ainda ndo séo
conhecidos, nesse modelo experimental, os perfis diarios da TC e da AM,
marcadores do sistema circadiano. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os
efeitos do DM1 sobre os ritmos de TC e AM, seus parametros ritmicos (MESOR,
amplitude e acrofase), peso e glicemia, assim como as modifica¢gdes resultantes dos
tratamentos tardios e precoces com insulina (6U/dia) (INSt e INSp), melatonina
(0,5mg/kg/dia) (MELt e MELp) ou ambos (INS+MELt e INS+MELp). Ratos Wistar
(200-250q), implantados com um transmissor tiveram sua temperatura e atividade
motora registradas com um sistema de telemetria durante 55 dias. Apds uma
semana de registro, o diabetes foi induzido com estreptozotocina (60mg/kg) e os
animais divididos em seis grupos: INSt, MELt, INS+MELt iniciando os tratamentos
apos 33 dias de diabetes, e INSp, MELp, INS+MELp, tratados apdés de 3 dias da
indugéo, passando por um intervalo de 15 dias sem tratamentos e restituidos por
mais 15 dias. O grupo controle foi injetado com veiculo (tamp&o citrato).Trinta e trés
dias de diabetes levaram a ruptura do ritmo de TC junto com a reducgdo da TC
media, e a diminuicdo da AM com alteracdo do seu ritmo. Os tratamentos (INSt e
INS+MELt) reverteram o quadro, sendo o INS+MELt mais eficiente. MEIt restaurou
apenas alguns parametros ritmicos, sendo mais eficiente sobre a AM. O grupo
controle ndo apresentou modificagdes na TC nem na AM ao longo do experimento.
Trés dias de DM1 alteraram o ritmo da TC, mas ndo o de AM nem as medias de TC
e AM. Os tratamentos precoces restauraram as alteracbes do diabetes no ritmo de
TC. A interrupcao dos tratamentos diminuiu as médias de temperatura e atividade e
alterou parcialmente os ritmos. A restituicdo dos tratamentos melhorou o quadro
diabético, porem diferente do controle. Esses resultados mostram que, além da
hipotermia, a redugéo de peso, a hiperglicemia e a diminuicdo na media da atividade
motora, o estado diabético leva a uma ruptura do ritmo diario de TC e uma forte
alteracdo no ritmo de AM. Os tratamentos INSt e INS+MELt revertem os efeitos
deletérios, sendo mais eficiente quando combinado com a melatonina. A MEIt atenua
os efeitos deletérios, sendo mais evidente na AM. A acao da insulina é mais rapida,
mais duradoura e mais eficiente do que a melatonina, a qual tem melhor acdo sobre
a atividade, e essas melhoras sdo dependentes da continuidade dos tratamentos.

Palavras-chave: Ritmos biolégicos. Diabetes. Temperatura corporal. Atividade
motora. Insulina. Melatonina.



ABSTRACT

Ramos Lobo AM. Streptozotocin-induced diabetes disrupts body temperature and
home cage activity daily rhythms in Wistar rats. [Masters thesis in Human Physiology]
— Sé&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2013.

In mammals, body temperature (BT) and home cage activity (HCA) rhythms are two
of the diverse rhythms in the body regulated by the circadian pacemaker located in
the suprachiasmatic nuclei (SCN), and are considered “marker rhythms” of the
circadian pacemaker. Melatonin, the pineal gland hormone, is a major regulator of
the endogenous rhythms including BT and HCA. Its production is influenced by many
factors, such as type 1 diabetes mellitus. In rats, T1DM leads to hypothermia and
reduced melatonin synthesis and HCA,; insulin treatment reestablishes normal BT
and melatonin but not HCA. However, the BT and HCA rhythms, in this experimental
model, remain unknown. The present work studied the effects of diabetes on the BT
and HCA rhythms and the possible modifications resulting from early and late
treatment with insulin (6U/day) (L-INS and E-INS), melatonin (daily 0.5mg/kg) (L-MEL
and E-MEL), or both (L-INS+MEL and E-INS+MEL) on daily BT and HCA rhythms, its
rhythmic parameters (MESOR, amplitude and acrophase), glycaemia and body
weight on streptozotocin-induced (60mg/kg) Wistar rats (250g) for 55 days. After a
week of control registration, diabetes was induced by a streptozotocin injection
(60mg/kg) and the animals were divided in six groups: L-INS, L-MEL, L-INS+MEL,
starting treatments after 33 days of diabetes, and E-INS, E-MEL, E-INS+MEL,
treated after 3 days of diabetes for 15 days, with an interval of 15 days off treatments
and then restored for 15 more days. Control group was injected with citrate buffer.
Thirty tree days of diabetes led to hypothermia and loss of BT rhythm, reduced HCA
and its rhythm altered. L-INS and L-INS+MEL treatments reverted to normal, being L-
INS+MEL more efficient. L-MEL restored some of the rhythmic parameters but had
no effect on body weight and glycaemia. BT and HCA rhythms were not modified in
control group. Three day diabetes altered BT, but not HCA rhythms nor mean BT and
HCA. All early treatments reverted alterations in BT rhythm; however E-MEL had no
effect on body weight and glycaemia. Interruption of treatments reduced mean BT
and HCA and altered their rhythms. Restitution of treatments attenuated the
deleterious effects, but did not restore normal parameters. Taken together, T1DM
leads to disruption of BT and alteration of HCA rhythms. Late treatments with insulin
restore normal rhythms, being more efficient when combined with melatonin.
Melatonin attenuates the deleterious effects, being more evident on HCA. Insulin
effects are faster, last longer and are more efficient than melatonin, which are more
evident in HCA, and these effects depend on the maintenance of the treatments.

Keywords: Biological rhythms. Diabetes. Body temperature. Home cage activity.
Insulin. Melatonin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ritmos bioldgicos

Os ritmos bioldgicos circadianos, ubiquos nos seres vivos, constituem uma
adaptacdo altamente eficiente uma vez que garantem a relacdo temporal entre 0s
seres vivos e seu meio ambiente, em geral sincronizada pelo ciclo claro escuro do
dia e da noite. Para isso, o sistema de temporizagcdo circadiana, organiza
temporalmente todos os processos fisiologicos e comportamentais de forma que os
sistemas funcionais no organismo se expressam com intensidades e qualidades
diferentes de acordo com a hora do dia, garantindo, assim, essa relacdo temporal
vital entre 0s seres vivos e seu ambiente, contribuindo com a sobrevivéncia
individual e da espécie (Cipolla-Neto, 1988).

A persisténcia da ritmicidade circadiana em um ambiente carente de pistas
externas sugere a existéncia de um sistema que mantém a organizacdo temporal
interna, chamado de oscilador interno (Benstaali et al., 2001).

A capacidade do oscilador interno de ajustar sua frequéncia a dos ritmos
ambientais é chamada de sincronizacdo. Os diversos ciclos ambientais capazes de
regular o periodo e a fase dos osciladores internos sdo chamados de Zeitgebers, em
alemao, “doador de tempo” (Zeit=tempo; Geber=doador), “sincronizadores”, ou
“agentes arrastadores” (Cipolla-Neto, 1988).

Para a maioria dos organismos, e principalmente os roedores, o agente
sincronizador mais importante é o ciclo claro/escuro, porem outros fatores
ambientais periddicos também podem cumprir o papel de agentes sincronizadores,
como a temperatura ambiental, os ciclos de disponibilidade de alimento, fatores
sociais, etc (Cipolla-Neto, 1988).

Apesar dos varios ritmos de um organismo estarem sincronizados entre si,
eles apresentam uma dispersdo de fase ao longo do dia. Assim, diversos ritmos
biolégicos exibem seus picos de maximo (hora do dia em que € mais provavel que a
variavel estudada atinja seu valor maximo na oscilagdo) em diferentes momentos do
ciclo de 24 h. No entanto, a relacdo de fase entre eles & estavel, garantindo a
manutencdo da ordem temporal interna circadiana (Cipolla-Neto, 1988). Isto significa

gue os ritmos de sistemas e 6rgdos de um organismo mantém relacdes de fase
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estaveis entre si e com o ciclo claro escuro ambiental (Marques, Menna-Barreto,
2003).

A nivel sistémico, a ritmicidade circadiana (circa = aproximadamente; diana =
referente a um dia) depende do oscilador central, capaz de impor sua frequéncia de
oscilacdo aos outros osciladores presentes no organismo. OS marca-passos
circadianos podem ser Unicos como 0S nucleos supraquiasmaticos (NSQ) em
roedores, ou multiplos, como os NSQ e a pineal em aves (Cipolla-Neto, 1988). O fato
dos osciladores centrais serem capazes de impor seu periodo aos osciladores
secundarios caracteriza uma hierarquia funcional dentro da estrutura multioscilatoria
dos vertebrados. A ablacdo neonatal dos NSQ em ratos elimina permanentemente
os ritmos de atividade locomotora e de ingestdo de agua, 0 que sugere que outras
areas do cérebro ndo tém a capacidade de reorganizar e suprir a funcao
desempenhada pelos NSQ (Marques et al., 1997). Por outro lado, varias secre¢cfes
enddcrinas podem, por sua vez, influenciar o periodo e a sincronizagdo do oscilador
central. Isso indica que osciladores subordinados, como algumas glandulas
endocrinas, podem retroagir, modulando a funcdo dos osciladores centrais. A
hierarquia da estrutura multioscilatéria dos vertebrados mencionada acima depende
da modulacao por retroalimentacdo dos outros osciladores periféricos para que se
dé a sua expressao funcional.

Em nivel comportamental, a estrutura circadiana dos surtos de atividade e de
repouso é fundamental para observar as outras distribuicdes temporais. Atividade e
repouso sao categorias definidas, em geral, a partir da observacdo comportamental.
Desta forma, distinguem-se da vigilia e o sono, cuja caracterizacdo basica provém,
principalmente, da analise de parametros fisiologicos (atividade elétrica cerebral,
muscular, ocular, parametros neurovegetativos, etc.). Nem sempre a categoria
atividade, comportamentalmente definida, corresponde a um estado fisiolégico de
vigilia; assim como o repouso comportamental nem sempre corresponde a estados
de sono, fisiologicamente definidos (Cipolla-Neto, 1988). Por outro lado, o ritmo de
temperatura € um dos diversos ritmos no organismo regulado pelo sistema oscilador
circadiano. Devido a sua robustez e a facilidade relativa para seu monitoramento, foi
estabelecido como um dos “ritmos marcadores” do marca-passo circadiano
(Hanneman, 2001; Kelly, 2006; Minors et al.,, 1996). Scheer et al. (2005)

descreveram um efeito dual dos NSQ na termorregulacdo de ratos, levando a
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diminuicdo da temperatura corporal durante a fase clara e ao aumento durante a
fase escura, independentemente da atividade motora. Além disso, os NSQ sé&o
fundamentais para a determinacdo dos ritmos metabdlicos tais como as mudancgas
na glicemia, no cortisol e melatonina plasmaticos (Goncharova et al., 2005; Korkmaz
et al., 2009; la Fleur et al., 2001a,b; Peschke et al., 2006, 2007; Reiter et al., 2009).
Na década de 60 se acreditava que, em roedores noturnos, o0 aumento na
atividade durante a fase escura do ciclo claro/escuro poderia ser responsavel pelo
pico diario da temperatura (Abrams, Hammel, 1965). Contudo, De Castro (1978)
concluiu que no rato a variacdo diaria da temperatura central é produto do ciclo
diario de atividade e do ciclo diario do limite superior da termorregulacdo; o limite
inferior € mantido constante. Atualmente ainda esta em discussdo se os ritmos de
temperatura e atividade dos ratos sdo controlados pelo mesmo oscilador ou por

osciladores diferentes no NSQ.

1.2 Caracteristicas dos ritmos circadianos

O termo ritmo biolégico é aplicado a qualquer oscilagdo de uma variavel
biolégica, seja qual for o nivel de organizacdo considerado, que se repete com 0
mesmo periodo. O periodo € entdo o intervalo de tempo em que um ciclo se
completa (Figura 1). Cada um dos valores que a variavel assume durante um ciclo
define uma fase do ritmo. Apesar de fase significar cada um dos momentos de um
ritmo, esse termo é empregado para exprimir os estados de um processo ou de um
ciclo ambiental. Assim, no ritmo de atividade fala-se de “fase de repouso” e “de
atividade”; no ciclo de um dia, designa-se a “fase clara” e “escura”; no ciclo de

temperatura, distingue-se a “fase quente” da “fase fria” (Marques et al., 1997).
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Figura 1 — Parametros que definem uma oscilagao circadiana.
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Oscilacdo de uma func¢éo biolégica hipotética ajustada a uma curva coseno e 0s parametros ritmicos
gue a definem. A duracéo do ciclo completo (periodo) é aproximadamente de 24 h. A amplitude é
uma medida do grau de variagdo dentro da oscilagdo, ou seja, € a diferenca entre o valor maximo (ou
minimo) e o valor médio.

Fonte: Adaptado de Cardinali et al., 1994,

Para poder estudar a varidvel biolégica desejada, sdo utilizadas funcdes
matematicas como o ajuste da oscilacdo a uma fungdo coseno, conhecido como o
método do Coseno ou Cosinor. Na curva ajustada, o valor médio da oscilacdo é
chamado de MESOR (Midline Estimating Statistic Of Rhythm), e a medida do tempo
transcorrido entre um instante de referencia e o instante no qual é maior a
probabilidade de ser encontrado o maximo € chamada de acrofase. A duragcédo da
oscilacdo é definida como periodo e a medida do grau de variagcdo dentro da
oscilacdo (entre o valor maximo ou minimo e o MESOR) é chamada de amplitude.
Com esses parametros ritmicos (MESOR, amplitude, acrofase) e a curva ajustada €
possivel definir qualquer funcdo biolégica no tempo. No caso das varidveis com
oscilacdo diaria que estdo sincronizadas ao ciclo claro-escuro, o periodo é definido e
de 24 h.

Um organismo sadio € caracterizado por um alto grau de ordem temporal na

sua organizacao circadiana, também chamado de acoplamento, entre os osciladores
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do organismo, que resulta em seu funcionamento coordenado ou ordem temporal
interna (Marques, Menna-Barreto, 2003). Os desvios desta ordem temporal interna
(desacoplamento) podem caracterizar uma doenca cronica. Um indicador da
alteracao cronobiolégica consiste na diminuicdo da amplitude dos ritmos (Cardinali et
al., 1994).

A adaptacado temporal envolve diversas etapas, todas elas mediadas pelo
oscilador interno, permitindo ao organismo organizar recursos e atividades antes da
ocorréncia do momento em que sejam necessarios (Pittendrigh, 1960). Assim, as
transicBes entre estados, como do sono a vigilia ou do jejum & alimentacdo, na
verdade, sdo preparadas progressivamente, antes que o individuo acorde ou se
alimente. Por sua parte, também é observado esse fendmeno de antecipacdo nas

migracdes sazonais.

1.3 Controle neural da sintese de melatonina

Em mamiferos, a informacédo das condi¢cdes de luminosidade ambiental chega
as retinas sendo captada pelas células ganglionares e levada até a glandula pineal,
gue na fase escura tem um aumento do seu produto de secrecdo, o hormdnio
melatonina (Figura 2).

O sistema neural responsavel pela sintese de melatonina envolve o nucleo
paraventricular (PVN), na sua porcdo parvicelular, que através de vias diretas e
indiretas, projeta-se sobre a coluna intermediolateral (IML) da medula espinhal. As
fibras pré-ganglionares simpaticas projetam-se sobre o ganglio cervical superior que,
por sua vez se projeta sobre a glandula pineal.

A producédo de melatonina se déa de forma ritmica e circadiana devido a um
controle direto dos nucleos supraquiasmaticos sobre o PVN. Os NSQ orquestram os
ritmos circadianos através da informacao temporal por vias neurais e humorais.

Nos mamiferos de habito diurno, os NSQ modulam o sistema nervoso
autonbmico e permitem o controle simpatico do metabolismo, fenébmeno do
amanhecer. Nesse momento, o contetdo plasmatico de epinefrina, norepinefrina, e o
cortisol estao elevados. O sistema de temporizacdo circadiana faz com que, no
periodo de maior atividade e alimentacéo, os tecidos sejam mais tolerantes a glicose
além de aumentar a sensibilidade a insulina. No final dessa fase, as retinas sao

expostas a escuriddo e tem inicio o processo de sintese de melatonina pela glandula
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pineal. Ao mesmo tempo, 0s NSQ bloqueiam a tonicidade simpética e permitem o
controle parassimpatico do metabolismo, fenbmeno do entardecer. A presenca de
luz durante a fase escura induz uma reacéo de alerta com mobilizacdo do sistema
simpatico, sendo este um efeito mascarador (neste caso, tratando-se de um
processo externo que produz a modificacdo da expresséo do ritmo biolégico, chama-
se mascaramento externo). Os NSQ inibem a secre¢do de melatonina da pineal e,
dependendo do momento da noite em que ocorre a foto-estimulacéo, atrasa o pico
da melatonina se for ao comeco da noite ou adianta-o no dia seguinte se ocorrer no
fim da noite (Korkmaz et al., 2009). Dado que a melatonina é produzida sempre na
fase escura independente dos organismos serem de habitos diurnos ou noturnos,
nesses ultimos a regulacdo do metabolismo se da de forma inversa, ou seja, na fase
escura ocorre o controle simpatico do metabolismo e na fase clara, o controle do

parassimpatico do metabolismo.

Figura 2 — Sistema de temporizacado do sistema circadiano na sintese de
melatonina.
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1.4 Glandula pineal e melatonina

s

A melatonina, horménio produzido pela glandula pineal, é sintetizada
exclusivamente na fase escura em resposta ao estimulo noradrenérgico proveniente
do ganglio cervical superior, que por sua vez estd subordinado aos nucleos
paraventriculares  hipotalamicos. Esse sistema neural € temporizado
circadianamente pelos NSQ que, por sua vez, sincronizam-se ao claro-escuro
ambiental pela via retino-hipotalamica. A sintese de melatonina envolve uma cascata
enzimatica que comeca na hidroxilagdo do amino&cido essencial triptofano pela
triptofano hidroxilase (TPH), gerando 5-hidroxitriptofano. Este por sua vez é
transformado em 5-hidroxitriptamina (serotonina) por uma descarbolixase
inespecifica de aminoacidos aromaticos. A serotonina € entdo N-acetilada pela
enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AANAT), gerando N-acetilserotonina, que
é transformada em melatonina pela hidroxindol-oxi-metiltransferase (HIOMT). A
secrecao de melatonina da-se por um mecanismo de difusdo simples e por ser uma
molécula anfifilica difunde-se em meios aquosos ou lipidicos, ndo sendo
armazenada em vesiculas. A vida média da melatonina circulante & de
aproximadamente 20 minutos em ratos, e sua metabolizacdo periférica se da
essencialmente pela transformagéo hepatica (aproximadamente 90% da melatonina
circulante) em 6-hidroximelatonina que apds conjugacdo com sulfatos (a maior parte)
ou com glucoronideos é excretada na urina. No sistema nervoso central e na propria
glandula pineal a melatonina pode ser transformada em quinuraminas sob a agao da
2,3 indolamina dioxigenase (Castro Afeche, Cipolla-Neto, 2008).

A administracdo farmacolégica de melatonina € capaz de sincronizar ritmos
circadianos em ratos em livre-curso (Rebolledo et al., 1983), e esse efeito depende
da integridade dos NSQ (Cassone et al., 1986). Parece claro que a melatonina atua
diretamente sobre os NSQ, pois a administragdo do hormoénio durante a noite
subjetiva deprime a atividade metabdlica do NSQ (Cassone et al., 1988) e provoca
deslocamentos de fase na atividade elétrica do NSQ in vitro (McArthur et al., 1991).
Além disso, Vanecek et al. (1987) e Reppert et al. (1988) encontraram uma alta
densidade de receptores de melatonina nos NSQ de roedores.

A duracdo das fases de claro e de escuro é fundamental para o
desencadeamento da resposta fotoperiddica e também para a regulacdo dos ritmos

diarios. A duracao da noite pelo organismo é avaliada a partir de um sinal humoral
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dado pela melatonina (Arendt, 1988, 1995; Armstrong, Redman, 1985; Brown et al.,
1981; Cardinali, 1981; Cardinali, Vacas, 1981; Goldman, 1983; Vollrath, 1981; Pevet,
1987; Reiter, 1983, 1987). A pineal nos mamiferos tem propriedades de transdutor
neuroenddcrino, pois a informacdo fética canalizada através de um sinal da via
simpética chega a glandula e regula a secrecdo de melatonina. A pineal é o principal
mediador da mudanca fotoperiddica ambiental na preparagédo da resposta fisiologica
nos ritmos circanuais e um poderoso modulador dos ritmos circadianos. Ela € a
principal interface entre o ciclo claro/escuro ambiental e os sistemas nervoso central
e enddcrino. Uma caracteristica notavel da bioquimica da pineal é a capacidade de
suas enzimas responderem imediatamente a mudangas féticas ambientais,
apresentando uma atividade maior na fase escura e uma atividade inibida pela luz.
Essa regulacdo aloca a sintese de melatonina exclusivamente na fase escura,
proporcionando ao organismo um sinal circulante indicativo da duragdo da fase
escura (Cardinali, 1981; Honma et al., 1992).

E importante ressaltar que dentre suas acbes, a melatonina promove a
sincronizacdo das fungdes centrais (Gillette, Mitchell 2002) e periféricas (Alonso-Vale
et al., 2006, 2008; Lima et al., 1998; Picinato et al., 2002a), desempenhando um
papel importante no metabolismo energético, na acdo (Anhé et al., 2004, Lima et al.,
1994) e secrecéao (Picinato et al., 2002a,b, 2008) da insulina, assim como na funcéo
do tecido adiposo (Alonso-Vale et al., 2004a,b, 2005).

1.5 Diabetes

O diabetes mellitus é um grupo de doencas metabdlicas crbnicas que se
manifesta quando o pancreas nado produz insulina adequadamente ou quando o
corpo ndo consegue utilizar apropriadamente a insulina que produz e, portanto
impede que as células incorporem glicose do sangue e a use para converté-la em
energia, ocorrendo em ambos 0s casos um aumento da glicemia. A condicao
diabética estad associada a dano em longo prazo em varios 0rgaos e sistemas de
todo o organismo (Federagcdo Internacional de Diabetes, IDF, 2012). Existem
evidéncias que indicam que a destruicdo das células B do pancreas (responsaveis
pela sintese e secre¢do da insulina), por meio de mecanismos autoimunes, seria a

causa predominante do diabetes mellitus de tipo | (Andersson et al., 2001).
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O diabetes mellitus constitui um problema de saude mundial. A IDF (2012)
estima que 8% da populacdo mundial padecem de diabetes (371 milhdes de
pessoas). O numero de mortes atribuidas ao diabetes em 2012 foi de 4.8 milhdes.
Em 2007 a mesma instituicdo mostrou que no Brasil havia uma prevaléncia do
diabetes de 5.8% (6.913.300 pessoas) com idades entre 20-79 anos e estimou que
em 2025 haveria 11.4% de prevaléncia. Em 2012 os estudos da IDF mostraram que
existem 13.8 milhdes de pessoas diabéticas no Brasil (IDF, 2012).

Em 1997, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) estabeleceu novos
critérios de classificacdo para cada tipo de diabetes e diagnostico. Essa classificacédo
do diabetes inclui quatro classes clinicas (ADA, 2009):

e Diabetes do tipo | (DM1) - que resulta da destruicdo das células 3
pancreaticas, geralmente levando a uma deficiéncia absoluta de insulina,
pode ser de origem autoimune ou idiopatica;

e Diabetes do tipo Il (DM2) - graus variados de diminuicdo da secrecao e
resisténcia a insulina;

e Qutros tipos especificos devido a outras causas - defeitos genéticos da
funcdo da célula B, defeitos genéticos da acdo da insulina, doencas do
pancreas exocrino (ex. fibrose cistica) e inducdo por drogas ou produtos
guimicos (como no tratamento da SIDA ou apés transplante de érgao);

¢ Diabetes gestacional — diabetes diagnosticada durante a gravidez.

Quando a hiperglicemia se torna cronica, o substrato que normalmente é
utilizado como fonte de energia se torna téxico. Cronicamente, a alta concentracao
de glicose € a maior causa de retinopatias, nefropatias, neuropatias e doencas
macrovasculares (Gul et al., 2008).

E por essa razdo que o estudo de modelos em animais diurnos e noturnos
gue permitam conhecer mais a respeito dessa patologia resulta de uma ajuda
inestimavel.

A inducdo experimental do diabetes é feito por drogas quimicas que agem
através da destruicdo seletiva das células B nas ilhotas pancreaticas. As principais
substancias utilizadas sao a estreptozotocina (STZ) e a aloxana, que podem induzir
tanto diabetes do tipol como diabetes do tipo Il (Szkudelski, 2001). A STZ € uma
alquil-nitrosourea isolada a partir da bactéria Streptomycetes achromogenes. Devido

a sua semelhanga com a glicose essa molécula entra seletivamente na célula 3
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através do transportador de glicose GLUT2 (Karunanayake et al., 1976; Tjalve et al.,
1976). A acao intracelular téxica da STZ é devido a atividade alquilante do seu
grupamento metil-nitrosurea, que transfere o seu grupo metil para a molécula de
DNA, resultando em fragmentacdo do DNA. Em resposta aos danos causados ao
DNA, a enzima poli-ADP-ribose polimerase (PARP) tem sua ativacdo aumentada,
resultando na diminuicdo de NAD+ e dos estoques de ATP. Essa deple¢do no
estoque de energia celular resulta em necrose das células B (Lenzen, 2008;
Rakieten et al., 1963).

Uma hipétese alternativa propde que parte do efeito diabetogénico da STZ se
deve a sua capacidade doadora de Oxido nitrico (NO), porém o agente alquilante
metil-metanosulfonato, que possui a maior toxicidade em células produtoras de
insulina, ndo é uma molécula doadora de NO, indicando que o NO nao € um pré-
requisito para a obtencéo da acéo toxica da familia dos agentes alquilantes a qual a
STZ pertence (Delaney et al., 1995). O tratamento de ratos jovens com STZ produz
um estado diabético caracterizado pela perda de peso, polidipsia, polidria, glicosuria,
polifagia, hipoinsulinemia e hiperglicemia (Hakim et al., 1997). A acdo coletiva da
STZ resulta na destruicdo das células B e consequentemente na hipoinsulinemia e

hiperglicemia resultantes. (Szkudelski, 2001).

1.6 Diabetes, atividade motora, temperatura corporal e melatonina

Evidéncias na literatura mostram que o diabetes induzido por uma Unica
injecdo de STZ é capaz de produzir modificacBes tanto na temperatura corporal,
guanto na média da atividade motora e na frequéncia cardiaca. Ele age diminuindo
os trés parametros em curto prazo e perdura até dez dias ap0s a injecao de STZ. O
efeito do diabetes experimental sobre esses parametros foi agudo, porém atingiram
um estado estavel aproximadamente 10 dias ap0s a indugdo do diabetes. A reducgéo
na atividade precedeu as reducdes no batimento cardiaco e temperatura corporal
(Howarth et al., 2005a, b).

Além disso, também existem evidéncias da acdo do diabetes a longo prazo,
observadas em até 5 meses. Apos 4 semanas da inducdo do diabetes, tanto a
atividade fisica, quanto a temperatura foram significativamente menores do que as

observadas nos animais controles. A glicemia permaneceu elevada mesmo apoés 22
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semanas da inducéo. Esses efeitos sdo parcialmente normalizados pelo tratamento
com insulina, em um periodo de trés semanas (Howarth et al., 2005b). Em outro
trabalho do grupo de Howarth et al. (2006) foi demonstrado que o tratamento com
insulina foi capaz de reverter a diminuicdo da temperatura média mas ndo a
diminuicdo na atividade motora média provocada pelo diabetes. A captagdo de
glicose durante o tratamento com insulina produz substratos necessarios para gerar
energia e promover o subsequente aumento da temperatura corporal (Howarth et al.,
2006). Além disso, o hipotireoidismo € uma doenca associada com os modelos mais
comuns de diabetes (STZ e aloxana) (Katovitch et al., 1993; Rodgers et al., 1991,
Rondeel et al., 1992; Schroder-Van Der Elst, Van Der Heide, 1992; Sochor et al.,
1987; Sundaresan et al., 1984). Mais recentemente foi demonstrado que o diabetes
induzido por STZ provoca um verdadeiro hipotiroidismo (valores diminuidos de T3 e
T4 livres, junto com os sinais clinicos de hipotiroidismo, como frequéncia cardiaca
diminuida, intervalo Q-T aumentado e menor temperatura retal), além de uma queda
significativa na temperatura com oito semanas de diabetes, porém, ndo com duas
semanas. Foi demonstrada uma correlacdo negativa entre a glicemia e o contetudo
de T3 e T4 livre. O tratamento com insulina preveniu todos o0s sinais de
hipotireoidismo e restaurou os conteudos de T3 e T4 livre. Ja o tratamento com T3
normalizou a temperatura, a frequéncia cardiaca e o intervalo Q-T, mas nao teve
efeito sobre a glicemia. Esse dado sugere que esses efeitos observados nos animais
diabéticos seriam decorrentes do hipotireoidismo secundario ao diabetes induzido
pela STZ (Zhang et al., 2002).

Dados da literatura mostram que o diabetes experimental provoca uma
reducdo na sintese e nos niveis circulantes de melatonina. Outros dados também
mostram certa controvérsia, Herichova et al., (2005) ndo encontraram diminuicdo na
sintese de melatonina pineal em ratos Wistar apds 7 dias de inducdo de diabetes
com uma Unica dose de STZ (100 mg/kg) e outro trabalho mostra concentracao
aumentada de melatonina plasmatica pos-inducdo com STZ (Peschke et al., 2008).
No caso de animais com diabetes tipo Il, uma maior concentracdo de insulina esta
acompanhada da reducdo de melatonina (Peschke et al., 2008). Contudo, dados do
grupo (Amaral, 2009) indicam que o diabetes induzido por STZ causa uma
diminuicao (50%) na producg&o de melatonina pela glandula pineal. Essa perda ndo é

por necrose ou apoptose dos pinealdcitos e reflete um desarranjo no metabolismo
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pineal. A menor concentragdo de melatonina circulante pode ser um fator
contribuinte para o desenvolvimento da doenca, ndo sé por diminuir a capacidade do
organismo de combater o estresse oxidativo, mas também por provocar alteracdes
na organizacdo ritmica circadiana e prejudicar o importante papel exercido pela
melatonina na potenciagao da agéo da insulina in vitro (Garcia et al., 2008).

Além disso, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a insulina atua na
glandula pineal de ratos potencializando a sintese de melatonina dependente de
noradrenalina, através da regulacao da atividade das enzimas envolvidas na sintese
de melatonina e que esse efeito de potencializacdo tem a participacao da PI3K. Esse
efeito potencializador esta restrito a dois periodos especificos da fase escura, um no
comeco e outro no fim, portanto a glandula pineal apresenta duas janelas de
sensibilidade a acdo da insulina durante a fase noturna, quando ha a presenca de
noradrenalina (Garcia et al., 2008, 2010).

Embora os efeitos da melatonina na modulagéo da glicemia em humanos nao
estejam totalmente estabelecidos, pacientes com diabetes mellitus do tipo Il (DM2)
apresentam uma diminuicdo no contetdo plasmatico de melatonina e um aumento
dos receptores de melatonina pancreaticos (Peschke et al., 2006; Tutuncu et al.,
2005). Além disso, Barone e Menna-Barreto (2011) demonstraram, em pacientes
com diabetes do tipo I, uma correlacdo negativa entre a hiperglicemia e a producao
de melatonina avaliada pela 6-sulfatoximelatonina urinaria.

A diminuicdo da amplitude circadiana do sinal de melatonina enddgena
(devido ao envelhecimento ou a luz durante a fase escura) pode resultar em um
aumento da massa corporal, da adiposidade visceral e as consequéncias
metabdlicas adversas. Existem evidéncias na literatura de que a suplementacdo com
melatonina em ratos de meia idade consegue melhorar algumas respostas
reguladoras do metabolismo energético como a diminuicdo da massa corporal, da
adiposidade intra-abdominal, e das concentra¢gdes plasmaticas de insulina e leptina
sem alterar o consumo alimentar nem a adiposidade total, assim como aumentar a
temperatura corporal, a atividade fisica e o conteudo plasmatico de corticosterona,
gue sdo caracteristicas de individuos jovens (Rasmussen et al., 1999; Wolden-
Hanson et al., 2000; Zanuto et al., 2013).

A suplementacdo em horéarios inapropriados (durante a fase clara) pode

reduzir sua habilidade de controlar a massa corporal (Wolden-Hanson et al., 2000).
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A suplementacdo no horério apropriado (na fase escura) pode potencialmente
funcionar como uma terapia ou prevencdo para a resisténcia a insulina, o aumento
na gordura intra-abdominal e para patologias resultantes do envelhecimento
(Mendes et al., 2013; Rasmussen et al., 1999).
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1.7 Justificativa

Com todas essas evidéncias descritas, ainda ndo é conhecido o efeito do
diabetes sobre o perfil diario da temperatura corporal, nem sobre o ritmo de atividade
motora. Sabe-se que na falta de insulina e consequentemente no desenvolvimento
do diabetes a sintese de melatonina diminui, sendo restaurada no tratamento com
insulina exdgena. Além disso, o tratamento com insulina restabelece os parametros
metabdlicos dos animais diabéticos. Por outro lado, e levando em consideracao que
existe uma forte relacdo entre a melatonina, insulina e o0 metabolismo, é de suma
importancia estudar os efeitos da insulina e da melatonina sobre os distarbios
causados na ritmicidade de animais diabéticos, e se existe uma a¢cdo complementar
dos dois hormdnios, assim como avaliar a acdo desses horménios em animais

tratados no inicio da doenca.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, o diabetes do tipo | causa ruptura do ritmo diario de
temperatura corporal e severas alteracdes no ritmo de atividade motora, junto com
uma diminuicao significativa da temperatura e da atividade média; quando a doenca
€ tratada, a insulina é capaz de restaurar o ritmo e reverter a hipotermia, porém nao
tem efeito no ritmo da atividade; a melatonina ndo restaura o ritmo nem reverte a
hipotermia, mas restaura parcialmente o ritmo de atividade; o tratamento conjunto de
insulina e melatonina restaura completamente os ritmos e a temperatura e a
atividade meédia normal. Os tratamentos logo apés o inicio da doenca agem
precocemente prevenindo os efeitos deletérios do diabetes sobre os ritmos. A
melatonina atenua os efeitos deletérios e aumenta parcialmente a temperatura,
porém nao é suficiente para manter o ritmo normal, tendo uma acdo mais importante
sobre a atividade. A insulina e a melatonina agem de forma complementar,
resultando em um tratamento mais eficiente, quando administrados tanto de forma
precoce quanto tardia. Todos os tratamentos atuam de forma dependente da
continuidade dos mesmos, sendo 0s tratamentos precoces mais eficientes que

agueles administrados quinze dias ap0s interrupgao.
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