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RESUMO

TURATI, A. O. Analise do perfil diario e dos mecanismos de sintese da
melatonina pineal em ratos diabéticos por estreptozotocina tratados com
insulina. 2013. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Humana) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2013.

Existem evidéncias sobre a queda na sintese de melatonina associada ao diabetes
tipo I. A melatonina é o principal horménio produzido pela glandula pineal durante o
escotoperiodo e atua na regulacéo de diversos processos fisioldgicos, dentre eles o
metabolismo energético. A associagdo entre a reducao de tal horménio e o diabetes
tipo | pode explicar diversas complicacGes relacionadas a esta patologia, como a
menor capacidade antioxidativa que organismos com essa condi¢do apresentam. O
presente estudo teve como objetivo verificar se a administracdo de insulina em
animais diabéticos tipo | levaria a reversdo na sintese de melatonina. Para tanto,
animais de grupos independentes ou submetidos a microdialise foram induzidos ao
diabetes por estreptozotocina (60 mg/Kg), permanecendo nessa condicdo por 15
dias. Do terceiro dia da inducéo até o término do periodo os animais receberam a
reposi¢do de insulina duas vezes ao dia, antes do inicio da noite e ap6s o comego
da fase clara. A glicemia e o peso foram aferidos ao logo do bloco experimental. Os
animais receberam agua e alimento a vontade. No dia 15, os animais foram pesados
e foi realizada a eutanasia de forma circadiana destes. A melatonina foi dosada a
partir da glandula pineal, por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
eletroquimica (HPLC) e foram procedidos os testes para o conteudo proteico
(Western blot) e atividade enzimética da arilalquilamina-N-acetiltransferase (AANAT),
assim como para o contetido de AMPc (ELISA) e para a atividade da Na'/K*ATPase
(ensaio colorimétrico). A glicemia foi aferida no momento da eutanésia. Ndo foram
constatadas alteracdes transcricionais envolvendo o0s receptores adrenérgicos
presentes na glandula e as principais enzimas da via de sintese da indolamina em
guestao, conforme avaliado por RT-PCR. Foi possivel verificar que houve reverséo
na queda da sintese de melatonina nos animais diabéticos tratados com insulina, de
forma que esses apresentaram concentracdo hormonal semelhante aquela
verificada para animais controles. Ja os animais diabéticos revelaram queda na
sintese hormonal, ganho de peso reduzido e altos indices glicémicos. De tal
maneira, a reversdo na sintese de melatonina revela uma forte relacdo entre a
melatonina e a insulina. O horménio pancreatico parece modular a producdo de
melatonina. A normalizagao glicémica em fung¢do do tratamento com insulina parece
ser o fator preponderante para o reestabelecimento do nivel de AMPc pineal, assim
como do conteudo proteico e da atividade da AANAT e, por conseqiiéncia, para a
reversao na producao de melatonina na glandula pineal ja constatada apos 2 dias do
inicio do tratamento com insulina, conforme evidenciado por microdialise. De tal
maneira, a hiperglicemia aparece como o fator responsavel pela desregulacdo da
sintese da indolamina pineal, conforme constata-se pela cultura de células isoladas
de pineais de animais controles em meio com elevada concentracdo de glicose.
Ainda, essa desregulacdo pode estar atrelada ao funcionamento inadequado da
Na'/K*ATPase na glandula pineal.

Palavras-chave: Melatonina. Diabetes mellitus tipo I. Insulina. Hiperglicemia.



ABSTRACT

TURATI, A. O. Pineal melatonin synthesis daily profile and mechanisms in
streptozotocin diabetic rats treated with insulin. 2013. 84 p. Masters thesis
(Human Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2013.

There is evidence about the decrease in melatonin synthesis associated with type |
diabetes. Melatonin is the principal hormone produced by the pineal gland during the
dark period and acts on the regulation of various physiological processes, including
the energy metabolism. The association between the reduction of this hormone and
type | diabetes can explain various complications related to this pathology, as the
reduced antioxidant capacity. The aim of the present study was to verify whether the
administration of insulin to type | diabetic animals would lead to reversal in the
bvvvvcaasynthesis of melatonin. Therefore, Wistar rats were rendered diabetic by
streptozotocin (60 mg/Kg) and kept like that for a period of 15 days. From the third
day of induction until the end of the period, the animals received the replacement of
insulin, twice a day before the beginning and after the end of the dark period. Blood
glucose and weight were measured during the experiment period. Animals received
water and food ad libitum. On the 15th day, the animals were weighed and
euthanized every 3 hours around the clock. Pineal melatonin was measured by high
efficiency liquid chromatography with electrochemical detection (HPLC),
arylalquilamine-N-acetyltransferase (AANAT) protein (Western blot) and activity
(radiometric assay) were also evaluated, as well as pineal AMPc content (ELISA) and
Na'/K* pump activity (colorimetric assay). Blood glucose was measured at the time of
euthanasia. No difference in gene expression of the adrenergic receptors and main
enzymes involved in melatonin synthesis was found by gPCR in pineal gland. It was
possible to verify the restoration in melatonin synthesis in insulin-treated diabetic
animals, as they presented similar levels of the pineal hormone observed in control
animals. On the other hand, diabetic animals without insulin replacement exhibited a
severe reduction in melatonin synthesis, lower weight gain and high blood glucose
mean. Altogether, the reversal in impaired melatonin production in insulin-treated
animals reveals a strong relation between melatonin and insulin. The pancreatic
hormone seems to modulate pineal hormone synthesis. The glycemic adjustment
due to insulin replacement in diabetic models appears to be crucial for appropriated
pineal gland’s physiology, since insulin-treated animals showed normal AMPc
content, AANAT protein levels and activity and, consequently, regular melatonin
production, observed after 2 days from the beginning of insulin treatment as noticed
by microdialysis technique. Pineal cell culture corroborates the prejudicial effect of
high glucose concentration evaluated in vivo. Such effect might be associated with
inappropriate function of Na*/K* pump.

Keywords: Melatonin. Type 1 diabetes mellitus. Insulin. Hyperglycemia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Glandula pineal

Primeiramente descrita por Galeano de Pérgamo entre os séculos lll e IV a.C,
a glandula pineal recebeu diversas atribuicbes desde entdo, sendo até mesmo
considerada a “sede da alma” por René Descartes (ARENDT, 1995).

A denominagéo da glandula pineal deriva de seu formato verificado em seres
humanos, semelhante a uma pinha, com dimens&do aproximada de 6 mm em seu
maior eixo. Sua origem embrionaria estd associada a uma evaginagdo do |l
ventriculo, constituindo uma parte do epitdlamo. Em seres humanos esta localizada
acima dos coliculos superiores, na regido posterior do teto diencefalico (CALDAS et
al., 1998).

A glandula pineal passa de um 6rgdo predominantemente fotossensivel em
algumas classes de vertebrados, como peixes, anfibios, répteis e aves (COLLIN,
1971) para uma estrutura de carater neuroendécrino em mamiferos, recebendo
informacgdes indiretas a respeito da iluminagdo ambiental por meio da via retino-
hipotalamica e do sistema nervoso simpatico (VOLLRATH, 1981). Tal alteracdo da
condicdo fotossensivel para a neuroendécrina é reforcada por mudancas
morfologicas e funcionais sofridas pelo principal constituinte celular da glandula
pineal, o pinealdcito. Observacdes filogenéticas a respeito desse tipo celular indicam
queda na quantidade das variedades fotoreceptoras e crescente predominio de
pinealdcitos neurossecretores conforme nos aproximamos dos mamiferos na escala
evolutiva (EKSTROM; MEISSL, 2003).

Sua funcdo esta associada a sincronizacdo entre os ritmos enddégenos e o
ritmo de claro-escuro ambiental de aproximadamente 24 horas, ou seja, 0 ritmo
circadiano, de forma que a producdo de melatonina ocorre exclusivamente no
periodo do escuro, também chamado de escotoperiodo, independente do momento
de maior atividade da espécie considerada. Assim, por sua presenca plasmatica a
melatonina indica ao organismo o periodo noturno, enquanto a duracao do episédio
secretorio noturno representa a sazonalidade (REITER, 1993).

A glandula pineal atua como um temporizador interno, tendo como mediadora
a melatonina e estando associada a diversos processos que vao desde a
coordenacdo dos ritmos circadianos e sazonais até a regulacdo de processos

enddcrinos, metabolicos, reprodutivos, imunes e de fungdo cardiovascular. A
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melatonina pode ainda ser considerada um marcador ontogenético, considerando a
variacédo de sua producédo em cada fase da vida, sendo maior na infancia e reduzida
na velhice (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

Existem outros locais de sintese da melatonina, tais como a retina e o sistema
gastrintestinal, entretanto acredita-se que a melatonina sintetizada nestas regides

tenha maior importancia na modulacao de fenémenos locais (ARENDT, 1995).

1.2 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma indolamina de peso
molecular 232,3 que foi isolada em 1958 a partir de glandulas pineais bovinas
(LERNER et al., 1958).

Sua denominacao deveu-se a primeira propriedade identificada e que estava
associada a coloragéo de pele de anfibios e peixes (HARDELAND et al., 2011). No
entanto, foi apenas na década de 80 gue a melatonina tornou-se de alvo de
interesse por seu papel regulatério dos ritmos circadianos em diversos organismos.

E vélido ressaltar que tal papel foi considerado como fungéo principal e quase
exclusiva da indolamina em questdo por muitos anos até o surgimento de novos
estudos apontando para a diversidade de estruturas que a produzem, ampla
distribuicdo de receptores, variedade quanto a sinalizacdo e funcdo intracelular,
assim como multiplicidade de érgdos-alvo, conforme indicam Hardeland et al., 2011.

Sua sintese ocorre a partir do aminoacido essencial triptofano que é
transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela triptofano hidroxilase 1 (TPH1, EC
1.14.16.4). O 5-HTP passa por uma descarboxilacdo catalisada pela descarboxilase
de l-aminoacidos aromaticos (EC 4.1.1.28) que resulta na formacédo de serotonina
(5-HT). A serotonina é entdo acetilada pela arilalquilamina-N-acetiltransferase
(AANAT, EC 2.3.1.87) e transformada em N-acetilserotonina (NAS), que tem o
grupamento hidroxila trocado por um metil pela acdo da hidroxindol-oxi-
metiltransferase (HIOMT, EC 2.1.1.4), culminando na formacdo da melatonina
(CIPOLLA-NETO et al.,, 1999). O processo descrito acima esta representado na
Figura 1 localizada a seguir.
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Figura 1 - Vias metabdlicas existentes na glandula pineal.
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A figura representa as vias metabdlicas de sintese e degradacdo da melatonina e de outros indois na
glandula pineal
Fonte: Adaptado de Cipolla-Neto e Afeche, 2008.

1.2.1 Melatonina e estimulacdo noradrenérgica

O controle neural do metabolismo da glandula pineal origina-se no nucleo
paraventricular do hipotadlamo que se projeta para coluna intermédio-lateral da
medula toracica alta, nos neurbnios pré-ganglionares do sistema nervoso autbnomo
simpatico. Estes neurdnios projetam-se entdo para os ganglios cervicais superiores,
cujos neurbnios poés-ganglionares chegam a glandula pineal através dos ramos
carotideos internos e nervos conarios (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

O ritmo da sintese diaria de melatonina € sincronizado ao ciclo claro-escuro
ambiental a partir da informacdo que segue pela via retino-hipotalamica, resultando

em queda na inibicdo do nucleo paraventricular, a qual era resultante da liberagcéo
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do &cido gama-aminobutirico (GABA) pelo ndcleo supraquiasmatico quando em
presenca do estimulo luminoso (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

A Figura 2 representa as estruturas neurais envolvidas no controle da sintese
de melatonina, assim como no estabelecimento de sua sincronia com a iluminacéo

ambiental.

Figura 2 - Vias neurais do controle diario da sintese de melatonina pineal

RETINA GLU

Vias neurais do controle diario da sintese de melatonina pineal e 0s principais neurotransmissores
envolvidos. GLU: glutamato; NSQ: nucleo supraquiasmatico; GABA: acido gama-aminobutirico; PVH:
nacleo 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.

Assim, a ativacdo noturna da via neural de projecdo periférica para a glandula
pineal induz a liberacdo de noradrenalina nas proximidades dos pinealdcitos, os
quais apresentam receptores a e B-adrenérgicos (VANECK et al.,, 1985). Da
interacdo com os receptores B (subtipo B1) ha inducdo do aumento do monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc) intracelular através da ativagdo de proteina G
estimulatéria (Gs) e da enzima adenilil ciclase (AC). Além da via desencadeada pela
atuacdo da noradrenalina em receptores B na pineal, principal responsavel pela
elevacdo noturna do contetdo da indolamina, a estimulagdo de receptores
adrenérgicos a1 também contribui de forma sinérgica para o aumento gerado nos

niveis de AMPc, tanto in vitro quanto in vivo, como reflexo da potenciacdo da
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ativacdo da enzima adenilil ciclase (AC) (KLEIN et al.,, 1983), em processos
envolvendo o aumento no influxo de calcio com consequente ativagdo da proteina
quinase depende desse ion (PKC) (SUGDEN et al., 1985, 1986, 1987).

Ainda, o calcio tem um papel potenciador da sintese do AMPc intracelular
também por atuar atraves do complexo célcio/calmodulina na ativacdo da adenilil
ciclase, que na glandula pineal foi caracterizada como sendo do tipo 1 (TZAVARA et
al., 1996).

Um regulador negativo do AMPc na glandula pineal é a variante PDE4B2,
uma fosfodiesterase identificada na pineal de ratos e que exibe flutuacao didria com
aumento na segunda metade da noite de seis vezes em sua expressao génica em
funcdo do estimulo adrenérgico da via do proprio AMPc e da proteina quinase
dependente do AMPc (PKA). O aumento no RNA mensageiro (mMRNA) de PDE4B2
se reflete diretamente no conteddo proteico e na atividade enzimética, contribuindo

para a reducao de melatonina nos momentos finais da noite (KIM et al., 2007).

1.2.2 Enzimas da via de sintese da melatonina

1.221TPH1

A triptofano hidroxilase 1 (TPH1) caracteriza a enzima mais importante da via
de sintese da serotonina na glandula pineal, dada a variacdo de sua atividade ao
longo do dia, enquanto a descarboxilase tem sua expressdo constitutiva durante as
24 h.

E importante destacar que o contedo de serotonina apresenta variaces
circadianas na pineal (KLEIN; WELLER, 1970), com valores altos durante a fase
clara e elevacao logo no comeco da noite, seguido de queda abrupta associada a
geracdo de N-acetilserotonina e melatonina. Esse aumento noturno esté associado a
fosforilacdo de TPH1 em serina 58 pela PKA, fato desencadeado pelo aumento de
AMPc resultante do estimulo noradrenérgico nos adrenoceptores presentes na
glandula pineal. Assim, had uma regulacdo poés-traducional modulando a sua
atividade durante a noite. O ritmo de serotonina se mantém mesmo na condicao de
escuro constante, revelando o carater endégeno dessa oscilacdo (HUANG et al.,
2008).
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1.2.2.2 AANAT

Os primeiros estudos destacando a relevancia da AANAT para a sintese de
melatonina pineal avaliaram os resultados da estimulacdo noradrenérgica na
elevacdo do contetudo dos segundos mensageiros celulares, o que estava associado
a modulacéo da atividade dessa enzima, que exibe clara ritmicidade ao longo das 24
horas com elevacdo noturna correspondendo ao periodo de sintese da melatonina
(KLEIN et al., 1970; KLEIN; WELLER, 1970, 1972; PARFITT et al., 1976; YU et al.,
1993).

Grande parte das investigacdes a respeito da transcricdo ritmica da AANAT
envolveram modelos murinos, assim como cultura de pinealécitos ou do érgao pineal
em si. Roseboom et al., 1996 evidenciaram um aumento dependente da atuacao da
noradrenalina em receptores 3 e da sinalizagdo por AMPc de cento e cinquenta
vezes na expressdao da AANAT em pineais de ratos, processo de ocorréncia
predominantemente noturna.

Estudos in vivo investigando a dinamica entre os eventos de estimulacao
noradrenérgica, aumento de AMPc, ativacdo de PKA e maior transcricdo da AANAT
com consequéncia direta na sintese noturna de melatonina evidenciaram a atuacao
dos fatores de transcricdo do elemento de ligacao responsivo ao AMPc (CREB) e do
elemento inibidor responsivo ao AMPc (ICER) para ratos. O fator CREB torna-se
ativo mediante sua fosforilacdo (pCREB) em serina 133 via PKA que tem lugar na
primeira parte da noite, o que esta relacionado a manutencao de elevadas taxas de
transcricdo, como € observado para o gene da AANAT. Esse fenémeno se sobrepde
a acdao inibitoéria de ICER até o ponto em que tem inicio a desfosforilacdo de CREB,
independente da continuidade do estimulo por noradrenalina. Em paralelo a queda
no contetdo de pCREB, eleva-se a proteina de ICER, que compete pela ligacdo em
CRE regulando negativamente a transcricdo génica da AANAT e de outros genes e
corroborando para a queda de melatonina durante a noite (MARONDE et al., 1999).
Em tal processo, a atuacao de fosfatases de serina/treonina, mais especificamente
da variante 1 de acdo nuclear, a PSP 1, contribui para a queda no contetado de
PCREB em pinealdcitos de ratos (KOCH et al., 2003).

Antes da elucidacdo de processos moleculares da transcricdo da AANAT,
alguns estudos ja apontavam para uma associagao entre a atividade dessa enzima e

as variacdes no conteudo de AMPc. Assim, era observado que analogos de AMPc
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atuavam como favorecedores do processo de acetilacdo da serotonina em pineal de
ratos (KLEIN et al., 1970), enquanto a queda no conteudo de AMPc por reducdo em
sua sintese ou crescente metabolizacdo eram associados a interrupcéo na atividade
da AANAT em cultura de pinealdcitos (KLEIN et al., 1978).

O aumento da transcricdo da enzima, em torno de cento e cinquenta vezes
(ROSEBOOM et al., 1996), repercute em maior quantidade da proteina e ainda em
sua atividade, que pode atingir valores de dez a cem vezes superior agueles
registrados para a fase clara do dia. A elevacdo do mRNA da AANAT esta
condicionada ao inicio da fase escura e, portanto, ao inicio da liberacdo de
noradrenalina nos adrenoceptores a; e B; dos pinealdcitos, reforcando a natureza
endogena dessa oscilacdo (RIBELAYGA et al., 1999a).

1.2.2.3 HIOMT

A transcricdo do mRNA da AANAT parece ser regulada exclusivamente pela
estimulacdo noradrenérgica em receptores do tipo 1, o que gera um acumulo
noturno de mMRNA da enzima na glandula pineal de ratos, passivel de reducado pela
exposicao a luz durante esse periodo (RIBELAYGA et al., 1999a). Da mesma forma
que ocorre com a expressao do gene da AANAT, o mRNA da HIOMT tem seu
aumento vinculado ao inicio da fase escura, o que indica a dependéncia dessas
variacfes em relacao ao fotoperiodo (RIBELAYGA et al., 1999b).

De acordo com Ribelayga et al., 1997, 1999a e 1999b, a atividade da HIOMT
exibe uma regulacdo complexa, sem relacdo direta entre expressao e atividade e
com interferéncia de outros fatores em seu controle diario, além da estimulagéo
adrenérgica.

Assim, a noradrenalina atuando nos receptores a e B parece desempenhar
influéncia apenas na manutencéo a longo prazo da atividade da HIOMT em virtude
de um controle que leva ao acumulo diario de seu transcrito e de sua proteina,
contribuindo para a manutencédo de sua atividade basal, de forma que o aumento na
transcricdo durante a noite ndo tem reflexo imediato na atividade da enzima
(RIBELAYGA et al., 1999b). Esses achados corroboram estudos mais antigos em
que a atividade da HIOMT néo apresentou alteracdo em cultura de glandulas pineais
estimuladas agudamente com dibutirii AMPc (DB-AMPc), evidenciando a nao-

interferéncia imediata da via de estimulacdo noradrenérgica (KLEIN et al., 1970).
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O controle agudo de sua atividade estd4 associado a atuacdo de peptideos
como o neuropeptideo Y (NPY), que eleva a atividade da HIOMT em 40%
(RIBELAYGA et al., 1997). E importante destacar que estudos do mesmo grupo
revelaram um discreto aumento de 30% na atividade da HIOMT in vivo durante a
noite quando comparado aos valores encontrados para a fase clara do dia
(RIBELAYGA et al., 1999b).

1.2.3 Secrecao da melatonina e suas propriedades

O total de melatonina produzida durante a noite € prontamente secretado
(CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008), sendo liberado para a regido perivascular
glandular quando ocorre sua difusdo para o sangue, onde o transporte se da em
combinagcdo com a albumina (CARDINALI; VACAS, 1987). A concentracao
plasmatica de pico da indolamina durante o escotoperiodo é, no rato, de
aproximadamente 100 pg/mL (VOLLRATH, 1981).

Suas propriedades quimicas, dadas pela presenca dos grupamentos metoxi
no carbono 5 e acetil ligado ao nitrogénio do grupo amina, conferem anfifilicidade a
molécula, conforme evidenciado na Figura 3. Ainda, os carbonos 2 e 3 do anel
pirrdlico apresentam capacidade redutora, fazendo da melatonina um potente
antioxidante (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

Figura 3 - Estrutura quimica da melatonina.
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No quadrado laranja a esquerda esta destacado o grupamento metoxi e em vermelho, a direita, o
grupamento acetil. Os circulos azuis indicam os carbonos 2 e 3, constituintes do anel pirrélico da
melatonina e que apresentam alto poder redutor.
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A melatonina desempenha diversas fungbes nos seres vivos, além da
sinalizacdo circadiana e do papel de antioxidante, que podem ou nao serem
mediadas por receptores. A interacao direta da melatonina com outras moléculas da
a ela a capacidade de agir mobilizando mecanismos reparadores do DNA e
regulando o processo de apoptose celular (LUCHETTI et al., 2010), além de modular
diretamente a acdo de diversas enzimas, regulando também o metabolismo
oxidativo e o transporte de elétrons pela sua acao intra-mitocondrial (REITER et al.,
2004).

1.2.4 Receptores de melatonina

Nos mamiferos estdo bem caracterizados dois tipos de receptores de
membrana para melatonina (DUBOCOVICH, 1995). S&o esses 0s receptores de alta
afinidade MT; e MT, pertencentes a superfamilia dos receptores ligados a proteina
G. Mediante ligacdo do MT1 com uma proteina G; pode ocorrer uma reducdo na
producdo do AMPc (MORGAN et al.,, 1994) ou ainda aumento dos mensageiros
resultantes da ativacdo da via da fosfolipase C (PLC), o diacilglicerol (DAG) e o
trifosfato de inositol (IP3) quando a ligacdo se da com um proteina G, (BARRET et
al., 1996). O receptor MT2 pode estar associado a queda no conteudo de GMPc
intracelular (REPPERT et al.,, 1995). Os receptores de alta afinidade estéo
distribuidos por todo o organismo desde o sistema nervoso central, onde esta
presente em varias estruturas, até 6rgaos e tecidos da periferia (Dubocovich;
Markowska, 2005).

Reppert et al., 1996 descreveram um terceiro tipo de receptor de membrana
para melatonina existente em mamiferos, o MT3. No entanto, tal sitio de ligacdo é
hoje considerado uma quinona redutase do tipo 2, de cuja ativagéo resultam efeitos
antioxidantes e ainda acdes no metabolismo energético (Mailliet et al., 2005;
Slominski et al., 2012). E importante destacar que existem ainda outras proteinas
descritas que podem se ligar a melatonina, como é o caso da calmodulina (Turjanski
et al., 2004).

O receptor nuclear conhecido para a melatonina é um dos receptores oOrfaos
da familia dos receptores de &cido retindico do tipo RZR/ROR (PARK et al., 1997).
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1.3 Relagéo insulina e melatonina

A glandula pineal apresenta receptores para diferentes horménios (CIPOLLA-
NETO; AFECHE, 2008). Como consequéncia desse fato a producdo de melatonina
esta sujeita ndo apenas ao controle neural, que envolve as descargas enviadas pelo
ganglio cervical superior, mas também a modula¢do por hormdnios, como é o caso
da insulina. Alguns trabalhos tem demonstrado a influéncia do horménio pancreético
em etapas da via de sintese da indolamina em questdo, enquanto outros
demonstram a interferéncia da melatonina em eventos desencadeados pela insulina.

Lima et al. (1994) evidenciaram que a melatonina eleva a sensibilidade de
adipdcitos isolados a atuacao da insulina, elevando a captacao de glicose. Em 1998,
outro trabalho do mesmo grupo revelou que a pinealectomia em ratos gera uma
condicdo de resisténcia insulinica, evidenciada pelo teste de tolerancia a glicose
intravenosa (IVGTT), associada a uma reducédo de 40% dos transportares GLUT 4
tanto em adip6citos quanto em células musculares. Corroborando esses dados,
Zangqueta et al. (2003) constataram uma queda de aproximadamente 70% nas
expressdes génica e proteica de GLUT 4 no tecido adiposo branco, contribuindo
para a resisténcia insulinica verificada para esses animais, enquanto que a
reposicdo com melatonina se mostrou eficaz em normalizar esses parametros. Tais
estudos reforgcam a relacé@o existente entre os hormoénios pancreético e pineal.

Garcia et al. (2008) demonstraram que culturas de glandula pineal que
recebiam insulina, em concentracdo fisiolégica de 10° M, juntamente com
noradrenalina a uma concentracdo de 10° M apresentaram a producdo de
melatonina potencializada. A respeito desse estudo é valido destacar que a
potenciacdo na sintese de melatonina foi verificada em cultura padréo e de forma
ainda mais expressiva em cultura sincronizada, na qual as glandulas recebiam 12
horas de estimulagdo com noradrenalina, seguidas de 12 horas na auséncia de
noradrenalina, objetivando-se mimetizar a estimulacdo que tal estrutura recebe in-
Vivo.

E importante ressaltar que tal aumento foi mais significativo ao mimetizar os
periodos de estimulo da cultura, com o hormdnio e neurotransmissor, ao ciclo
circadiano, ou seja, 12h de ativacdo da glandula pineal, seguidas por 12h na

auséncia do estimulo na cultura sincronizada.
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A potenciacdo da insulina na sintese de melatonina mediada por
noradrenalina foi atribuida a elevacéo na atividade da triptofano-hidroxilase (TPH 1)
assim como da arilalquilamina-N-acetiltransferase (AANAT), principalmente na
cultura sincronizada em provaveis eventos posteriores a transcricdo. Isso é
corroborado pela ndo alteracdo da expresséo génica das enzimas em questdo, de
acordo com Garcia et al. (2008). O estimulo a atividade da AANAT parece ser
ocasionado por acao direta ou indireta da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). De tal
maneira, a insulina parece atuar como potenciadora da sintese de melatonina
(Garcia et al., 2010).

Por outro lado, a influéncia da melatonina na insulina é verificada na
sincronizacao da secrecao das ilhotas pancreaticas em relacdo a fase do ciclo claro-
escuro ambiental frente a um estimulo com glicose (PICINATO et al., 2002a e
2002b), sendo esta fase associada ao momento de maior atividade de um
organismo, que coincide com o inicio do escotoperiodo em roedores. Esses autores
verificaram a perda no ritmo e na capacidade secretora de insulina pelo menor
conteudo de PKA pancreética, assim como alteracdo da oxidacdo de glicose pelas
células B-pancreaticas em animais com auséncia cronica da pineal.

Além da influéncia na secregdo insulinica, a melatonina ainda aumenta a
sensibilidade dos tecidos periféricos e no sistema nervoso central a insulina ao
promover a ativacao dos seus receptores (ANHE et al., 2004; PICINATO et al., 2008)

e aumentar a sintese de GLUT4 em alguns tecidos (Seraphim et al, 1997).

1.4 Diabetes mellitus

De acordo com a International Diabetes Federation (IDF), em 2012,
aproximadamente 366 milhdes de pessoas na idade adulta eram consideradas
diabéticas, em uma estimativa obtida a partir das sete regi6es mundiais que sdo
monitoradas pela organizacdo. As previsfes apontam para valores proximos de 552
milhdes de diabéticos no mundo em 2030, o que equivale dizer que uma em cada
dez pessoas tera diabetes mellitus na data em questdo. Ainda nesse aspecto, €
importante destacar algumas estimativas que indicam aproximadamente 183
milhdes de individuos que apresentam a condicdo e ndo estdo diagnosticados. No

Brasil, em 2012, a IDF identificou aproximadamente 13.4 milhfes de pessoas como
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portadores de diabetes, sendo o quarto pais com maior nimero de individuos
afetados, atrds somente da China, india e Estados Unidos da América.

Segunda a American Diabetes Association (ADA), o diabetes mellitus (DM) é
um dos fatores componentes da sindrome metabdlica, classificando-se em: DM do
tipo I, também conhecida como insulino-dependente ou ainda juvenil, em virtude da
faixa etaria em que a condicdo costuma se manifestar e DM do tipo Il, considerada
tardia por incidir predominantemente na populacdo adulta. Essa variedade esta
associada a baixa producdo de insulina ou acédo ineficaz desse hormdnio. A
hiperglicemia é um fator comum as duas manifesta¢cdes da sindrome.

A causa primordial responsavel pelo diabetes mellitus tipo I, conforme
evidenciam a IDF e a ADA, é a nao producdo de insulina pelas células f do
pancreas, resultante de uma acdo auto-imune. Do total de pacientes diabéticos,
apenas 5% séo acometidos pelo DM tipo I, sendo a maioria composta por criangas e
adolescentes. O tratamento inadequado ou inexistente dessa condicdo pode
conduzir a varias complicacbes, como cegueira, faléncia renal, doencas
cardiovasculares, neuropatia e até mesmo amputacédo de membros.

A insulina humana recombinante, substituinte daquela de origem animal,
viabilizou o ajuste das doses hormonais a concentracdo de glicose no sangue,
variavel ao longo do dia em funcdo da ingestdo alimentar (MARZZOCO; TORRES,
2007) e caracteriza a principal forma de tratamento de individuos acometidos pelo
DM tipo 1.

Atualmente, existem variadas abordagens como o uso de bombas de insulina
e de medicamentos coadjuvantes, como a metformina, no tratamento de pacientes
dependentes de insulina (DANEMAN, 2006) além da ja citada reposicdo hormonal
que se realiza tradicionalmente por meio de inje¢cBes diarias. Entretanto, é
necessario ressaltar que existem fatores que tornam esse processo menos eficaz
que o desejado, como é o caso da ritimicidade na secrecdo de insulina, conforme
verificada por Picinato et al. (2002), cuja flutuacdo nem sempre € passivel de se
reproduzir em diabéticos que se utilizam apenas da terapia de reposi¢cao. Para maior
elucidacao dessa questdo, um estudo brasileiro recente revelou que apenas 7,3% e
5,1% do total de 1.358 pacientes acometidos por diabetes mellitus tipo | ou tipo I,
respectivamente, se enquadram nos padrdes considerados 6timos para controle de

pressao arterial, glicemia e lipidemia (BRAGA et al., 2013).
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De tal maneira, o tratamento para pacientes com diabetes tipo | envolve ainda
0 regime alimentar e a atividade fisica como fatores que auxiliam no controle da
hiperglicemia e na melhoria da qualidade de vida do paciente diabético (DANEMAN,
2006).

1.5 Melatonina e diabetes mellitus

Processos metabdlicos e ritmos biolégicos exibem uma relacdo de
interdependéncia consideravel. Enquanto os primeiros sdo adaptados aos diferentes
desafios inerentes aos momentos de claro e escuro do ciclo circadiano e ainda em
relagdo as variagbes sazonais, como se observa pela relagdo entre as fases de
vigilia/alimentacdo e sonol/jejum, os ritmos biolégicos sofrem influéncia direta de
possiveis alteragcdes do metabolismo de um organismo (GREEN; TAKAHASHI;
BASS, 2008). Essa relacdo pode também ser explorada quando analisamos o
comprometimento da organizagdo circadiana quanto a producdo e secrecéo
hormonais apds ratos obesos terem sido submetidos a uma dieta hipercalérica, nos
quais verifica-se uma alteracdo no ritmo diario da producdo de certos hormonios,
além de aumento na producdo de corticosterona plasmatica e de queda na
melatonina pineal, aspectos bastante semelhantes aos evidenciados para mulheres
com sindrome metabdlica, ou ainda o prejuizo em parametros associados a
qualidade do sono em individuos diabéticos tipo | sem controle glicémico apropriado
(BARONE, 2011; CANO et al., 2008; CORBALAN-TUTAU et al., 2012).

Dessa forma, modificacdes envolvendo a sintese e secrecdo de melatonina,
um dos grandes componentes do sistema de sinalizacdo da ritmicidade circadiana
dos seres vivos, em funcao de alteracbes do metabolismo energético, como é o caso
do diabetes mellitus, podem ser observadas com naturalidade. Ainda, é importante
ressaltar que tais ocorréncias implicam também em uma série de mudancas que vao
desde o padrdo comportamental de um individuo até as bases moleculares de
controle do sistema de relégio de um organismo, abrangendo alcas de transcrigédo e
traducdo génicas, modificacdo de atividade enzimética e secre¢cdo hormonal
(GREEN; TAKAHASHI; BASS, 2008).

No campo da acdo da melatonina no diabetes, encontramos dados variados
na literatura mostrando que a melatonina reduziu a hiperglicemia e a hiperlipidemia

em ratas diabéticas induzidas ao quadro por inje¢cdo de estreptozotocina (STZ)
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(MONTILLA et al., 1998). Outros registros mostram que n&do houve diminuicdo da
hiperglicemia em ratos diabéticos por STZ e posteriormente tratados
intraperitonealmente com melatonina (VURAL et al., 2001), embora outro estudo
tenha mostrado que ratos diabéticos por STZ pré-tratados com melatonina
apresentaram niveis hiperglicémicos mais baixos do que os mesmos animais nao-
tratados (ABDEL-WAHAB; ABD-ALLAH, 2000).

Dados recentes revelaram que ratos diabéticos obesos da linhagem ZDF
(Zucker Diabetic Fatty) que receberam melatonina em agua pelo periodo de seis
semanas apresentaram reducao na hiperglicemia de jejum e na insulinemia, além de
nomalizar outros parametros como a hiperleptinemia, a quantidade de acidos graxos
livres e a hipoadiponectinemia quando comparados a outros animais de mesma
idade e linhagem sem suplementacéo (AGIL et al., 2012).

Os primeiros registros na literatura analisando os efeitos do diabetes
experimental sobre a sintese e secre¢do de melatonina mostraram, tanto em ratos
qguanto em hamsters (CHAMPNEY et al.,, 1983), que o diabetes guimicamente
induzido por estreptozotocina provoca reducdo na sintese e nos niveis circulantes de
melatonina. Essa diminuicdo na producéo de melatonina pela glandula pineal seria
principalmente resultante de uma reducéo da atividade da HIOMT.

Por outro lado, outros dados apontam para a néo interferéncia da insulina no
metabolismo da glandula pineal e, portanto, na concentracdo de melatonina,
conforme explica Champney et al. (1986).

Entretanto, foi evidenciado que no hamster a insulina aumenta a atividade da
AANAT e nédo da HIOMT. Inje¢cdes com insulina tiveram como efeito o aumento da
atividade enzimatica da AANAT, assim como da concentracdo sérica de melatonina.
(LYNCH et al., 1973, apud STEBELOVA et al., 2007). No mesmo ano, O’Brien et al.
(1986) mostraram que pacientes diabéticos com evidéncia de neuropatia autonémica
ndo apresentam o aumento noturno fisiolégico da melatonina plasméatica, que
encontra-se também alterado em pacientes sem neuropatia aparente,
provavelmente caracterizando um estado subclinico de denervacdo simpética, de
acordo com os autores.

Dados mais recentes também apresentam certa controvérsia. Assim,
Herichov4 et al. (2005) ndo encontraram diminuicdo na sintese pineal de melatonina
em ratos Wistar apds 7 dias de indugcdo de diabetes com uma Unica dose de STZ

(100 mg/kg). O mesmo grupo mostrou, em contrapartida, diminuicdo da sintese
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pineal da indolamina, com niveis normais de melatonina plasmatica. Essa
contradicdo com os dados anteriores foi explicada pelos autores como sendo
relacionada ao desenvolvimento do quadro diabético. Esses autores evidenciaram
também niveis diminuidos no pancreas, rins e duodeno, em animais diabéticos 17
dias pos-inducdo com estreptozotocina (65 mg/kg) (STEBELOVA et al., 2007). Tal
grupo ainda apresenta a associacao entre a dessincronizagao dos ritmos circadianos
e a condicdo de saude de diabéticos com suas alteracbes metabdlicas, o que pode
ser explicado por falhas entre reldégio central (nucleo supraquiasmatico) e o
periférico.

O trabalho de Tutunco et al. (2005) mostrou que pacientes diabéticos com
neuropatia autondmica cardiaca apresentaram niveis plasmaticos de melatonina
diminuidos em relacdo a pacientes controles e a diabéticos sem neuropatia. Estudo
em pacientes jovens adultos com sindrome metabdlica ndo mostrou diferenca nos
niveis plasméaticos de melatonina, nem no perfil da melatonina, quando comparados
a jovens adultos controles (ROBEVA et al., 2006). Um trabalho recente avaliou uma
gueda na producdo de melatonina em homens obesos diabéticos tipo I, achado
possivelmente correlacionado com a baixa sensibilidade a insulina encontrada
nesses pacientes quando comparados aos seus controles, homens obesos e nédo
diabéticos (MANTELE et al., 2012).

Peschke et al. (2006) mostraram que ratos Goto Kakizaki espontaneamente
diabéticos tipo 2 apresentam diminuicdo de melatonina plasmaética e da atividade da
AANAT, associada a niveis elevados tanto de glicemia quanto de insulinemia,
quando comparados a ratos Wistar. O mesmo trabalho mostrou ainda que os niveis
plasmaticos de melatonina em pacientes diabéticos tipo 2 estdo diminuidos, em
associacdo a niveis elevados de glicemia e a niveis ndo significativamente
aumentados de insulinemia. O mesmo grupo (PESCHKE et al.,, 2008) encontrou
elevacao na melatonina plasmatica de animais diabéticos tipo 1 tanto com 12 quanto
com 51 semanas de idade, 6 semanas poés-inducdo com STZ, além de também
observarem aumento no RNAmM da AANAT, do receptor de insulina e do receptor B1-
adrenérgico em animais de ambas idades, e aumento do RNAmM para HIOMT nos
animais de 12 semanas. Estudos recentes de Peschke et al., 2012 encontraram o
aumento no nivel de catecolaminas como possivel causa do aumento na melatonina
atribuido ao DM tipo | em ratos Wistar diabéticos por STZ e de uma linhagem

espontaneamente diabética tipo | conhecida como LEW.1AR-iddm, sendo que o
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mesmo raciocinio poderia ser aplicada ao verificado para a sintese da indolamina
em organismos com DM tipo Il. Nesse estudo, a administracédo de insulina aos ratos
LEW.1AR-iddm foi capaz de reverter o aumento diurno verificado para a adrenalina
e noradrenalina e consequentemente da sintese de melatonina.

Estudos do nosso grupo (AMARAL, 2009) se contrapdem aos achados
citados anteriormente. Evidéncias sobre a reducdo na sintese de melatonina em
ratos Wistar foram verificadas apos 3 e 15 dias da inducdo do quadro por STZ e
ainda em animais submetidos a microdialise, em que foi observado o decurso
temporal do padréo de sintese de melatonina em momentos anteriores e posteriores
a instalacdo do diabetes em um mesmo individuo. Esse mesmo estudo revelou
ainda alguns mecanismos associados a producdo pineal de melatonina e que se
mostraram alterados no organismo diabético. Dentre eles, destacam-se a queda na
no conteudo de AMPc da glandula pineal e na atividade da AANAT. Ainda, foi
constatada reducao no contetdo proteico da AANAT e modificagBes na ritmicidade
da expresséao génica do receptor 3; e das enzimas TPH1 e HIOMT.

Ainda nesse contexto € importante ressaltar que o diabetes mellitus
quimicamente induzido por STZ e efeitos da hiperglicemia em cultura ndo estéo
relacionados a danos a integridade do ganglio cervical superior, importante estrutura
na via de controle neural associada a producao de melatonina (Schmidt et al., 2001,
Semra et al.,, 2004). A condicdo da glandula pineal em ratos com DM tipo | foi
avaliada por Tsai et al.,, 2008, os quais observaram uma reduc¢do no volume
glandular relacionado a queda do didmetro nuclear dos pinealdcitos a partir da
quarta semana da instalacdo do quadro diabético. E fundamental destacar que n&o
foram registradas quedas na populagédo celular da glandula ao longo do periodo
analisado de 6 meses na condicdo diabética, aspecto acompanhado por um

aumento no conteudo proteico de serotonina.
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2 JUSTIFICATIVA

Em virtude da relevancia apresentada pela melatonina para o metabolismo
energético, assim como para o desenvolvimento e funcionamento adequados do
organismo em relacdo a coordenacao de eventos e homeostasia, especialmente no
que tange ao quadro de diabetes mellitus, o presente estudo podera contribuir para
um melhor entendimento da dindmica de eventos inerente ao organismo diabético
tratado com insulina.

E valido ressaltar que a queda de melatonina em organismos diabéticos pode
estar relacionada a génese de algumas das disfun¢cbes observadas em pacientes
com DM, como, por exemplo, a baixa capacidade de defesa anti-oxidante, uma vez
gue a indolamina apresenta alto poder redutor. A neuropatia desenvolvida por
diabéticos pode, igualmente, estar ligada a menor quantidade do horménio
circulante, uma vez que seu papel neuroprotetor ja foi considerado em estudos

anteriores.
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3 OBJETIVOS

Assim, pretende-se verificar se a reposicao insulinica em animais diabéticos
insulino-dependentes é capaz de reverter 0 quadro de queda na sintese de
melatonina e ainda em qual momento do tratamento esse fato ocorre, contribuindo
para a elucidagdo dos dados contraditorios existentes na literatura. Além desse
aspecto, objetiva-se esclarecer a contribuicdo relativa da hiperglicemia e/ou da
hipoinsulinemia na producdo de melatonina, investigando-se para tanto o0s

mecanismos associados a esse processo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e Desenho Experimental

Para a realizacdo do experimento foram utilizados ratos albinos da linhagem
Wistar. Estes foram mantidos em biotério com ciclo claro-escuro normal de 12h/12h
e temperatura controlada de 21 + 2 °C pelo periodo aproximado de duas semanas,
para adequada adaptacdo ao ciclo, antes do inicio dos procedimentos
experimentais. Durante todo o periodo de estudo, os animais receberam agua e
comida a vontade.

Os procedimentos ao longo do experimento estdo de acordo com o0s
Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

O experimento foi dividido em quatro blocos, os quais foram realizados entre
Agosto de 2011 e Agosto de 2013.

Os animais foram pesados e distribuidos de maneira randémica em trés
grupos:

) Animais controles, n=145;

1)) Animais diabéticos, n=153;

llI)  Animais diabéticos tratados com insulina, n=161.

Os animais dos grupos Il e lll foram submetidos a inducdo do diabetes por
injecdo de estreptozotocina. O grupo | foi usado como controle dos experimentos.

A eutanasia dos animais ocorreu ap6s 15 dias do inicio de cada bloco
experimental em diferentes pontos ou ZTs (Zeitgeber Time), quais sejam ZT3, ZT6,
ZT9, ZT12, ZT15, ZT18, ZT21 e ZT24. Durante o escotoperiodo (ZT12 a 24), a
eutanasia foi realizado em ambiente iluminado por luz vermelha (filtro Kodak 1A) de
intensidade controlada. A sintese de melatonina, a expressao génica na glandula
pineal, o conteddo proteico e a atividade da AANAT, o nivel de AMPc e a atividade
da Na'/K'ATPase foram analisados a partir das glandulas pineais retiradas no
momento da eutanasia e congeladas para posterior analise.

E vélido ressaltar que o total de animais assinalado acima pode ser melhor
interpretado se considerarmos que a cada um dos pontos ou ZTs indicados uma

guantidade de 3 a 4 animais era utilizada em cada um dos 3 grupos experimentais.
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A afericdo da glicemia no momento da eutanésia foi realizada utilizando-se o
sangue do tronco do animal, através do glicosimetro Optium Xceed®. Um dia antes
da eutanasia foi mensurado o peso dos animais.

Ainda, destaca-se que o ZT constitui uma padronizacdo dos horarios do ciclo
circadiano (ciclo claro-escuro, de 12h/12h). O ZTO ou ZT24 indica transicdo do
escuro para o claro (o inicio do claro) e o0 ZT12 a transi¢do do claro para o escuro (0

inicio do escuro), conforme ilustracdo a seguir:

Figura 4 - Padronizacgéo do ciclo circadiano.
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ZTs indicados em um intervalo de 3 horas ao longo de 24 horas diarias.

E importante salientar que os ZT24 e o ZT12 correspondem aos momentos
indicados de transicédo independentemente do horario em que o biotério apaga ou
acende suas luzes. Ainda, deve-se ressaltar que os animais eutanasiados no ZT12
continuaram sob a iluminagdo da fase clara no momento da eutanasia, enquanto
agueles eutanasiados no ZT24 foram mantidos em ambiente escuro iluminado por
luz vermelha (filtro Kodak 1A).

4.2 Inducédo de Diabetes por Estreptozotocina

Os animais utilizados no experimento receberam uma dose de
estreptozotocina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), que resulta na
ocorréncia de diabetes mellitus do tipo 1 ou insulino-dependente, uma vez que leva
a lesdo das células B das ilhotas pancreaticas por meio da cascata de eventos
desencadeada pela alcalinizacdo do DNA, conforme demonstrada por e Lenzen,
2008 e Schnedl et al., 1994. A estreptozotocina € uma molécula similar a glicose,
fator que possibilita sua captacdo pelos transportadores GLUT 2 existentes na
membrana das células 3.

A estreptozotocina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) foi preparada
em tampao citrato de sodio (NaCl 0,9 g, H,O destilada 100 mL, citrato de sodio 294
mg) 10 mM, pH 4,5. Foram administrados 60 mg/Kg, intraperitonialmente, nos
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animais dos grupos Il e lll, no periodo de claro do dia zero de cada experimento.
Deve-se ressaltar gue nenhum animal estava em jejum no referido momento.

Foram considerados diabéticos aqueles que apresentaram a glicemia
equivalente ou maior que 200 mg/dL. Tal verificacdo ocorreu no dia seguinte a
inducdo do quadro. Na mesma ocasido os individuos que ndo ficaram diabéticos
sofreram nova indug¢do. Uma nova medigao foi realizada no dia posterior e mediante
confirmacdo do quadro diabético os animais foram mantidos no experimento. Os
animais que mesmo apos a reinducdo ndo apresentaram alteracfes de glicemia
para a constatacéo do DM tipo | foram retirados da experimentacéo.

A afericdo foi realizada obtendo-se uma gota de sangue da cauda dos
animais. A gota foi entdo colocada na tira reagente (Optium Blood Glucose Test
Strips, Medisense®, Bedford, MA, EUA) conectada ao glicosimetro Optium Xceed®
(Medisense®, Bedford, MA, EUA) que mensura a glicemia apés 5 segundos de
andlise. O aparelho foi previamente calibrado de acordo com as instrugcdes do
fabricante e a cada troca de lote de tiras reagentes.

Os animais do grupo controle receberam injecéo intraperitoneal de tampao

citrato de sédio, em quantidade condizente com sua massa corporal.

4.3 Tratamento com Insulina

Apos a confirmacao da instalacdo do quadro de diabetes, os animais do grupo
[Il foram tratados por 12 dias com insulina subcutanea. A insulina foi administrada
duas vezes ao dia, a saber: 2 unidades de insulina de acdo prolongada
(Glargina/Lantus®,Sanofi Aventis, Alemanha) no comec¢o do dia dos animais e uma
mistura de 2 unidades de insulina de acdo prolongada (Glargina/Lantus®, Sanofi
Aventis) e de 2 unidades de insulina regular (Humulin®, Lily, EUA ) no comeco da

noite.

4.4 Dosagem de Melatonina por HPLC

Para a determinacdo da melatonina foi empregado um sistema de
Cromatografia Liquida Ultimate 3000 - Dionex (Sunnyvale, CA, EUA) composto por
Bomba Quaternaria, Injetor Automatico com refrigeracdo de amostras, sistema de

termostatizacdo de colunas e detector eletroquimico Coulochem Il composto de cela



39

guarda 5020 e cela analitica amperométrica 5041 com eletrodo de carbono vitreo. O
sistema foi controlado pelo software Chromeleon (Dionex, Sunnyvale, CA, EUA).

As glandulas pineais retiradas no momento da eutanasia e congeladas para
posterior andalise foram homogeneizadas separadamente em 60 pL de tampéo
fosfato de sédio (0,05 M, pH 7,9) preparado com a adicdo de um coquetel de
inibidores de protease (Mini-complete livre de EDTA, Roche Applied Science,
Indiangpolis, IN, EUA). A homogeneizacao foi feita com o auxilio de um pistilo de
plastico e com o tubo sempre no gelo para evitar a degradacdo das amostras. Com
o objetivo de aperfeicoar o uso das glandulas, aliguotas foram separadas e
utilizadas para realizacdo de mais de uma técnica com material proveniente da
mesma pineal, sendo estas a dosagem de melatonina e a afericdo radiométrica da
atividade da AANAT.

Para dosagem de melatonina, 35 uL de uma solu¢éo de acido perclorico 0,1
M, 0,15 mM de EDTA 0,02% e metabissulfito de sédio 0,02% foram adicionados a
35 uL do preparado com a glandula homogeneizada. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas por 2 minutos a 13.000 g (Eppendorf 5415C Centrifuge,
Hamburg, Alemanha) e os sobrenadantes foram transferidos para placas de 96
pocos para injecdo no sistema de cromatografia. Como fase mdvel foi usada uma
solucdo contendo tampao acetato de sédio 0,1 M, acido citrico 0,1 M, EDTA 0,15
mM e metanol a 30%, pH 3,7. As cromatografias realizadas foram de fase reversa, o
sistema foi operado isocraticamente com fase movel com fluxo de 0,135 mL/min,
potencial de oxidacdo de +700 mV e corrida com 10 minutos de duragéo.

As solucdes-estoque do padrédo de melatonina (1 mM, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, EUA) foram preparadas em solucdo de HCI 0,1 M acrescida de EDTA
0,02% e metabissulfito de sédio 0,02%, e transferidas para tubos de microcentrifuga,
sendo mantidas em congelador a -80 °C. No momento de sua utilizacdo, uma
amostra do padrdo de melatonina foi descongelada e diluida em solucédo de acido
perclorico 0,1 M acrescido de EDTA 0,02% e metabissulfito de sodio 0,02% para
obtencdo das concentracbes desejadas. Todos os reagentes utilizados possuiam
grau de pureza adequado para HPLC.

Curvas de calibracdo com 7 concentracdes diferentes e conhecidas (0,145 a
9,28 ng/40 pL) foram utilizadas para a quantificacdo da melatonina presente nas

amostras. As curvas de calibracdo foram obtidas através do programa Chromeleon
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(Dionex, Sunnyvale, CA, EUA) pela relacdo das concentracbes de cada padrao com
as areas dos picos correspondentes dos cromatogramas. A identificacdo da
melatonina das amostras foi realizada pela comparacdo do seu tempo de retencao
com aqueles dos padrdes conhecidos e a quantificacdo obtida pelo mesmo

programa computacional.

4.5 Extracdo de RNA

As glandulas pineais selecionadas para a verificacdo da expressao génica
foram inicialmente homogeneizadas em 70 pL de tampdao fosfato (0,05 M, pH 7,9)
de acordo com o procedimento descrito no item 4.4 - Dosagem de melatonina por
HPLC. Do volume total obtido foram separadas 2 aliquotas de cada amostra,
contendo 35 pL cada, utilizadas posteriormente para a avaliagdo do contetudo
proteico da glandula e ainda para a obtencdo do RNA da mesma conforme descrito
a sequir.

As aliquotas com o conteudo de % pineal homogeneizada receberam
inicialmente o reagente Trizol® (800 pl, Invitrogen, Carlsbad, EUA) para extracéo do
RNA total. A extracdo foi feita de acordo com as especificacbes do fabricante.
Resumidamente, apds adicdo do reagente e homogeneizacdo, a mistura foi entdo
incubada por 5 min a temperatura ambiente e acrescida de cloroférmio para
desproteinizacdo. O sobrenadante foi separado por centrifugacdo a 12000 g, 15 min,
a 4 °C e o RNA contido na fase aquosa foi precipitado com isopropanol e glicogénio
(Roche Applied Science, Indianapolis, EUA), centrifugado (12000 g, 10 min, 4 °C),
lavado com etanol 75% e dissolvido com H,O deionizada previamente tratada com
DEPC (dietilpirocarbonato). Previamente a utilizacdo, uma amostra de cada extracédo
foi quantificada e avaliada por espectrofotometria utilizando o aparelho NanoDrop™
1000 (Thermo Scientific, Wilmington, EUA) que permite a analise de 1 ul da amostra
nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, determinando sua concentracdo em
ng/pl e ainda fornecendo um parametro indicativo da qualidade do RNA extraido
pela razéo 260/280.

Assim, as amostras de RNA total obtidas foram tratadas com Turbo DNA-
free™ (Ambion, Austin, EUA) de acordo com as especificacbes do fabricante e foi
procedida a quantificacdo utilizando o aparelho NanoDrop™ 1000 (Thermo
Scientific, Wilmington, EUA), de acordo com a descricdo anterior. A seguir, as
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amostras contendo o RNA total foram armazenadas em -20 °C até a utilizacao
posterior.

4.6 Obtencao de cDNA

Amostras contendo 1 ug de RNA total tratado com DNase foram submetidas a
reagdo de transcricdo reversa com primers randémicos. Para isto, foi adicionado a
cada amostra o tampao da enzima, MgCl, (25 mM), mistura de dNTPs (10 mM
cada), primers randomicos (150 ng), e a enzima ImProm-Il Reverse Transcriptase
(100U; Promega, Madison, EUA), em volume final de 20 ul. As reagdes foram
realizadas com auxilio do termociclador por 5 min a 70 °C, seguidos de 15 min a 4
°C, 5 min a 25 °C, com aquecimento para 42 °C por 60 min e 70 °C por 15 min para
desnaturacao da enzima. Finalmente, as amostras de cDNA foram armazenadas a -
20 °C.

4.7 Analise quantitativa da expressao génica por reacdo de PCR em tempo real

A analise quantitativa da expressao génica foi realizada através da técnica de
PCR em tempo real utilizando o aparelho 7500 Fast™ (Applied Biosystems, Foster
City, EUA), de acordo com as especificacbes do fabricante. Os ensaios foram
procedidos em duplicata utilizando cDNA (20 ng/ul) previamente sintetizado,
adicionado a mistura da reacdo composta por SYBR Green mix (Invitrogen,
Carlsbad, EUA) e 400 nM dos primers especificos para Tph 1 (NM_001100634),
Aanat (NM_012818), Hiomt / Asmt (NM_144759.2), Adrbl (NM_012701) e Adralb
(NM_016991) e para 3 constitutivos a saber: Rpl37a (NM_001108801.1), B-actina
(NM_031144) e Actgl (NM_001127449). Os parametros de amplificacdo foram os
seguintes: uma etapa inicial de ativacdo da enzima a 95 °C por 10 minutos, seguida
de 40 ciclos que abrangeram a desnaturacdo a 95 °C por 15 s; anelamento dos
primers a 63 °C por 30 segundos e extensao a 72 ° C por 30 segundos. O numero
de copias de cada gene foi estabelecido através da comparacdo do valor de
amplificacdo de cada amostra com a curva de padrbes composta de diluicbes de
plasmideos recombinantes que continha cDNA clonado dos genes de interesse e
constitutivos (107 a 10? cépias). Apds a determinacéo do nimero de cépias de cada

gene, o valor obtido para os genes analisados foi normalizado pela média
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geométrica dos genes constitutivos, 0s quais ndo apresentaram variagdo em sua

expressdo ao longo do periodo e nos diferentes grupos analisados.

4.8 Expressao proteica da AANAT

O conteudo proteico da glandula pineal foi avaliado a partir das aliquotas de
35 pL obtidas com a homogeneizacdo de glandulas pineais em 70 pyL de tampé&o
fosfato (0,05 M, pH 7,9), cuja parcela restante foi destinada a extracdo de RNA total
conforme descrito anteriormente no item 4.5 — Extracdo de RNA. O homogenato foi
submetido a centrifugacdo a 15000 g a 4 °C por 20 min e o sobrenadante foi
recolhido para posterior tratamento. As amostras receberam entédo 10 pL de tampéao
Laemmli (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) adicionado de B-mercaptoetanol 10%
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e glicerol 33% (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A
seguir, as amostras foram fervidas por 5 minutos a 97 °C, mantidas em gelo por 5
minutos e submetidas a eletroforese vertical, 100-190V por aproximadamente 3
horas a 4 °C, em gel de poliacrilamida a 14%. Além das amostras, 0s géis contavam
com um marcador de peso molecular Kaleidoscope (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e
com um pool proteico constituido de glandulas pineais. A transferéncia das proteinas
separadas no gel foi feita eletricamente para uma membrana de nitrocelulose
através de um aparelho semi-dry (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) por 75 mina 15 V. A
ligacdo inespecifica de proteinas na membrana de nitrocelulose foi diminuida pela
incubacdo destas com tampdo de bloqueio (Blocking Buffer Odyssey, LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, EUA) a temperatura ambiente e mantido sob agitacdo
durante 2 horas. Estas membranas foram entéo lavadas por 3 vezes de 10 minutos
cada utilizando tampé&o basal (Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,02%) e
entdo incubadas por cerca de 12 a 14 horas (overnight) com anticorpos primarios
anti-AANAT (diluicdo 1:10.000 em tampao basal) sob agitacdo. A seguir, foi
realizado o mesmo procedimento de lavagem com tampdo basal e assim as
membranas foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo com
anticorpos secundarios IRDye 800 anti-lgG de camundongo para AANAT (Molecular
Probes, Eugene, OR, EUA). O procedimento de incubag¢ao overnight com anticorpos
primarios anti-B-actina foi repetido ao final do dia, seguindo entéo, apos a lavagem
das membranas, a incubacdo com anticorpos secundérios Alexa Fluor 680 anti IgG

de coelho para B-actina (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). Esses anticorpos
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foram diluidos 1:10.000 em tamp&o basal. Finalmente, as membranas foram lavadas
por 3 vezes de 10 minutos a temperatura ambiente e sob agitacdo conforme descrito
anteriormente.

A visualizacdo das membranas foi realizada utilizando o aparelho Odyssey®
(Odyssey® Infrared Image System, LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA) que
permite a deteccdo direta de fluorescéncia por infravermelho, aumentando a
acuracia e a sensibilidade. As imagens foram analisadas e quantificadas utilizando o
software Odyssey 3.0 (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA). A quantificacdo da
AANAT foi normalizada pela quantificagdo da B-actina. O tamanho da proteina foi
estimado por comparacao com marcadores padrédo de peso molecular.

4.9 Andlise Radiométrica da Atividade Enzimatica da AANAT

Para o ensaio de atividade da AANAT foram utilizados 25 pL provenientes das
aliguotas dos preparados homogeneizados da glandula pineal destinados a
dosagem de melatonina por HPLC.

Tal técnica baseia-se na quantificacdo da N-[*H]-acetiltriptamina que é o
produto da reacdo da [°H] acetil-coenzima A ([°*H] acetil CoA) e da triptamina,
catalizada pela enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase. O produto marcado foi
extraido em cloroférmio e sua radioatividade foi medida [método desenvolvido por
(PARFITT et al., 1976), modificado a partir do método de (DEGUCHI e AXELROD,
1972)].

Os procedimentos consistiram em adicionar aos tubos de microcentrifuga
contendo o preparado homogeneizado da glandula: 25 uL de triptamina (40 mM), 25
uL de [®H] acetilCoA (2 mM, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA) e 25 pl
de acetilCoA (1 mM), a 4 °C.

As amostras foram agitadas e incubadas em banho seco (Eppendorf
Thermomixer, Hamburg, Alemanha) com agitacdo de 650 rpm, a 37 °C, por 20
minutos. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 1 mL de cloroférmio saturado com
tampdao fosfato a cada uma das amostras e o produto foi extraido agitando-se os
tubos por 1 minuto. Para a separacdo completa das fases aquosas e lipossoluveis
as amostras foram centrifugadas (Eppendorf 5804R Centrifuge, Hamburg,

Alemanha) por 40 segundos, a 14.000 rpm, a 4 °C.
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As fases aquosas foram removidas e 200 uL do cloroférmio saturado com
tampao fosfato foram acrescentados ao restante. Novamente as amostras foram
agitadas, centrifugadas e as fases aquosas removidas. Para finalizar, 500 uL do
cloroférmio contendo o produto da reacéo (*H-N-acetiltriptamina) foram transferidos
para os tubos de contagem e evaporados até que as amostras ficassem
completamente secas. O liquido de cintilacdo (3 mL, BCS-NA non-aqueous
biodegradable counting scintillant, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA) foi
acrescentado e a radioatividade de amostras e tubos de “branco” (mistura dos
reagentes, com excecdo do preparado de glandula pineal homogeneizada) foi
medida em contador § (LS 6500 Liquid Scintillation Counter, Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, CA, USA). Os resultados foram expressos em picomoles de produto
formado por glandula por hora.

Os reagentes ndo-radioativos usados nesse ensaio foram comprados da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

4.10 Quantificacdo do AMP ciclico

O conteudo de AMPc foi quantificado por ELISA usando o cAMP direct
immunoassay kit (BioVision, Mountain View, CA, EUA). Na preparacdo das
amostras, cada pineal foi homogeneizada em 100 pL de HCL 0.1M, centrifugada por
5 minutos e o sobrenadante coletado. A partir desse ponto os procedimentos forma
feitos de acordo com as recomendacdes do fabricante. Resumidamente o kit baseia-
se em um ensaio de competicdo, sendo que a placa fornecida apresenta o anticorpo
policlonal anti-AMPc ancorado atraves da proteina G recombinante. O AMPc
conjugado com peroxidase de raiz forte (CAMP-HRP) compete diretamente com o
AMPc oriundo das amostras pela ligacdo no anticorpo presente na placa. Apos
periodos de incubacdo e procedimentos de lavagens, o substrato colorimétrico da
HRP foi adicionado tornando possivel a quantificacdo do montante de cAMP-HRP
ligado na placa. A leitura foi feita no comprimento de onda de 450nm, sendo a
intensidade inversamente proporcional a concentragdo de AMPc proveniente da
amostra. Uma curva padrao com quantidades conhecidas de AMPc foi elaborada,
permitindo a quantificacdo das amostras, cujos resultados foram expressos em

pmol/pineal. E importante destacar que a quantificacdo do AMPc apresentada
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adiante nos resultados representa uma média dos ZTs 12,3; 13; 13,15; 13,30 e
13,45, ou seja, momento em que a variacdo desse mensageiro intracelular foi mais
pronunciada e ainda diretamente relacionada a ativacdo da enzima AANAT de
acordo com variados estudos das décadas de 70 e 80 anteriormente citados e dados

prévios do nosso laboratorio.

4.11 Microdialise da Glandula Pineal

Além dos animais componentes dos grupos independentes citados
anteriormente, a técnica de microdialise foi realizada em um uUnico animal com o
objetivo de verificar a dindmica das alteragbes ocorridas na sintese de melatonina
pineal em diferentes condi¢cbes do animal, quais sejam:

- condicédo de controle;

- condicao de controle (animal normoglicémico) com injecéo intra-pineal de glicose a
500 mg/dL, valor costumeiramente verificado em ratos diabéticos;

- condicao de diabético (glicemia superior a 200 mg/dL, sendo o quadro diabético
induzido por estreptozotocina a 60 mg/Kg, conforme protocolo citado anteriormente
no topico 4.2);

- condicdo de diabético tratado com insulina (seguindo o mesmo protocolo de
tratamento oferecido ao grupo Ill, conforme protocolo citado anteriormente no tépico
4.3).

A avaliacdo de sintese da melatonina pineal é possivel gracas a implantacao
de uma sonda diretamente na pineal do rato, permitindo a coleta a cada hora do
periodo do escuro, momento de producdo da melatonina pelo organismo. O uso
dessa técnica permite a avaliacdo de parametros do mesmo animal tanto em
condicdes fisiologicas quanto em condicBes experimentais.

As etapas que antecedem o periodo de coleta horaria das amostras do rato
consistem em:

- Confeccao das sondas:

Processo manual que abrange os seguintes passos:

1) Corte das agulhas 23G X 1” (Nipro Medical Ltda, Sorocaba, SP, Brasil) para
separacdo da base plastica. O bisel foi polido utilizando-se uma lixa acoplada ao
Dremel MultiPro (DREMEL®, Racine, WI, EUA). O mesmo aparelho foi usado para



46

arredondar as pontas da agulha, formando conectores de inox que facilitam a
posterior conexao com a sonda e/ou cénulas de polipropileno.

2) Polimento e limpeza dos conectores de inox com o auxilio de um pedaco de fio de
tungsténio.

3) Soldagem do conector de inox, com auxilio de uma gota de &cido fosforico e ferro
de solda, previamente enrolado com um pedaco de fio de latdo (Morelli® Ortodontia,
Sorocaba, SP, Brasil) em seu 1/3.

4) Lavagem 0s conectores com agua e alcool, seguida de injecdo de ar para retirada
de qualquer resto de liquido de dentro dos conectores

5) Estiramento de pedacos de fio de tungsténio (@ = 100 um, GE®, Fairfield, CT,
EUA) com aproximadamente 6,0 cm de comprimento. A ponta deve ser afinada e
centralizada em uma das extremidades do fio.

6) Corte da membrana (i = 150 pym, @e = 170 pym, Spectra/Por®, Spectrum®,
Gardena, CA, USA) em pedacos de 7,0 cm. E importante destacar que a
seletividade de peso molecular da membrana € de até 13 kDa.

7) Introducéo do fio de tungsténio na membrana, usando lupa para evitar rupturas. A
extremidade sem ponta do fio deve ficar para fora da membrana para servir de
apoio.

8) Introdugédo do conjunto no conector de inox e deixar a extremidade do fio para
fora do mesmo. A juncao do inox deve ser colada com a membrana usando adesivo
Epoxi (Araldite®, Tabodo da Serra, SP, Brasil), apés o que deve-se aguardar o
tempo recomendado de secagem.

9) O comprimento da membrana deve ser marcado para delimitar os 2 mm que ficam
descobertos, possibilitando a dialise. O resto da membrana deve ser isolado com
silicone neutro (Sil Trade®, Varzea Paulista, SP, Brasil).

10) A membrana sobressalente deve ser cortada para expor a ponta do fio. Colar
membrana no fio utilizando Adesivo Instantaneo Universal (Super Bonder®,
Loctite/Henkel, Sdo Paulo, SP, Brasil).

- Implantacéao da sonda:

Os procedimentos de implantacdo de sonda, montagem do sistema e
verificacdo por histologia seguem a descricao feita por Skorupa et al. (2003), com
algumas modificagdes. Ratos albinos Wistar com peso entre 250 e 280 g foram
colocados em biotério com temperatura controlada e ciclo invertido com 12h de claro

e 12h de escuro (luzes acesas as 21h) trés semanas antes da cirurgia. Os animais
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foram anestesiados com uma mistura de Anasedan®, Vetbrands, Brasil e Dopalen®,
Vetbrands, Brasil intraperitoneal (0,15mL/100g), posicionados no aparelho
estereotaxico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, EUA) e horizontalizados. A
sonda foi fixada hum suporte adaptado a torre do aparelho e horizontalizada.

Sabendo-se que a pineal situa-se logo abaixo e um pouco anterior ao ponto
de referéncia lambda (A), uma abertura foi feita em cada lado do osso temporal de
modo que a sonda pudesse ser implantada transversalmente com a zona de troca (2
mm) posicionada 0,7 mm a frente do A e 1,6 mm abaixo da calota craniana. Uma vez
a sonda implantada, outro tubo de inox foi colado a extremidade livre da membrana
e em seguida o fio de tungsténio foi retirado. As duas extremidades da sonda
(entrada e saida) foram fixadas na superficie do cranio com cimento dentario (co-
polimero de acrilico e acrilico auto-polimerizante, Classico Artigos Odontolégicos®,
Séo Paulo, SP, Brasil).

Apés a fixacdo da entrada e saida, procedeu-se a sutura e o teste manual
para checagem da sonda. O teste consistiu em injetacdo cuidadosa da solucdo de
Ringer (NaCl 63 mM, KCI 4 mM, CaCl2 1,2 mM, MgCI2 1 mM, Hepes 10 mM) na
extremidade de entrada da sonda com atencdo em se observar eventual
vazamento/entupimento e se a gota da solugcdo extravasava no extremidade de
saida. Os animais cujas sondas responderam positivamente ao teste manual foram
mantidos no experimento, o que correspondeu a um Unico rato.

Os ratos permaneceram em observacdo por 3 dias antes do inicio da
experimentacao, acondicionados em caixas individuais com ragéo e 4gua a vontade.

- Montagem e coleta das amostras:

Uma hora antes do inicio da coleta das amostras, a entrada de cada uma das
sondas foi conectada a uma bomba de perfusdo (PHD 22/2000, Harvard Apparatus,
Madras, OR, EUA) através de um cateter de polietileno (&i = 0,38 mm, @e = 1,09
mm, Portex Limited, Hythe, Kent, Inglaterra) via um sistema de juntas giratérias com
braco mével (Instech Laboratories, Plymouth Meeting, PA, EUA, Fi). O mesmo
sistema foi utilizado para conectar a saida das sondas, através de cateter de
polietileno, a um tubo de coleta de polipropileno (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, EUA).

O conjunto de cateteres passa ao longo de um tanel articulado de malha
metalica, conectado a junta giratoria. Este sistema é associado a um balanceador

qgue permite a livre movimentacdo dos animais. Durante todo o periodo de dialise, as
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glandulas pineais dos animais foram perfundidas com uma solucdo de Ringer num
fluxo de 3 pL/min.

As amostras do dialisado foram coletadas a cada hora durante todo o periodo
de escuro, uma amostra foi coletada do ZTO ao ZT10 (fotoperiodo) e uma foi
coletada do ZT10 ao ZT12. Todas as amostras foram conservadas a -20°C para
posterior dosagem de melatonina.

- Verificacdo da implantacédo da sonda:

Apoés o término das coletas o rato foi eutanasiado por excesso de anestésico
e posterior decapitacéo. A cabeca foi mantida em formalina para fixacao e facilitagao
da obtencdo dos cortes histologicos. O cérebro foi retirado delicadamente, de modo
gue a sonda permanecesse no lugar, e mantido novamente na formalina. Cortes
sagitais com 30 um de espessura foram feitos em criostato na regido da glandula
pineal. Os cortes foram colocados em laminas gelatinadas para posterior coloragao
com tionina (coloracdo de Nissl) e analise sob microscépio. Os resultados da
microdialise foram validados ou ndo conforme a qualidade da implantacdo das

sondas.

4.12 Dissociacao celular da glandula pineal e cultura de suas células isoladas

Glandulas pineais foram obtidas a partir de ratos controles, diabéticos e
diabéticos tratados com insulina da linhagem Wistar com peso entre 180-200 g,
eutanasiados por decapitacdo. ApOs a retirada das glandulas, essas foram
armazenadas em tubos de centrifuga contendo meio de cultura DMEM (Gibco,
Grand Island, NE, EUA), mantido em gelo, formando pools correspondentes aos
grupos experimentais.

A seguir, foi procedida a dissociacdo enzimatica feita com o kit de digestao
proteolitica com papaina (Papain Dissociation System, Worthington Biochemical
Corporation, Freehold, NJ, EUA), sempre sob fluxo laminar. Os reagentes do kit
foram preparados de acordo com as orientacdes do fabricante. As glandulas foram
picotadas com uma tesoura cirargica e colocadas na solucdo enzimatica, cujo pH foi
equilibrado com 95% O2 e 5% CO2, e incubadas em banho umido (Microprocessed
Controlled Water Baths, Polyscience, Niles, IL, EUA) com agitag&o plana (cerca 100

ciclos por minuto) a 37 °C por 40 minutos.
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Ao final da incubacéo o tecido foi dissociado mecanicamente usando-se uma
pipeta Pasteur e a protedlise foi interrompida pela adicdo de ovomucadide. As células
foram precipitadas por centrifugacdo (Eppendorf 5804R Centrifuge, Hamburg,
Alemanha) a 300 g por 5 minutos a uma temperatura de 20 °C, em um gradiente
gerado pela mistura de EBSS, ovomucoOide e DNAse. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspendido em 1 mL de meio DMEM (Gibco, Grand Island,
NE, EUA), resultando em 2x10° células (85 a 90% de pinealécitos e 10 a 15 % de
astrocitos) por glandula.

As células de animais controles, diabéticos e diabéticos tratados com insulina
foram distribuidas em dois grandes grupos: o primeiro com células incubadas em
meio com concentracdo baixa de glicose (equivalente a 100 mg/dL) e o segundo
com alta concentracéo de glicose no meio (equivalente a 500 mg/dL). E importante
destacar que tal valor — 500 mg/dL - costuma ser encontrado ap6s a inducdo de
diabetes por STZ em ratos. A placa contendo essas células foi levada a estufa e
mantida em repouso por 1 hora. Apos esse periodo, a placa foi retirada e as células
de animais controles, de ambos os grupos acima descritos (100 e 500 mg/dL) foram
submetidas a estimulacdo por noradrenalina obedecendo a uma curva dose x efeito
com as concentracdes de 10° M até 10° M. As células provenientes de pineais de
animais diabéticos e diabéticos tratados com insulina receberam apenas
noradrenalina na concentracdo de 10™ M. A seguir, as placas retornaram a estufa
para incubacdo por cinco horas, ap6s o que as células foram congeladas para

posterior dosagem de melatonina por HPLC.
4.13 Atividade da Na'/K" ATPase pineal

A avaliacdo da atividade enzimatica da Na+/K+ ATPase se deu por
quantificacdo colorimétrica por espectrofotometria através da deteccédo de moléculas
de fosfato, oriundas da hidrélise do ATP e complexadas com molibdato de aménio,
detectadas na faixa de 690 nm, de acordo com a técnica adaptada a partir de
Feschenko e Sweadner, 1994.

Ratos da linhagem Wistar, controles e diabéticos e diabéticos tratados com
insulina, foram eutanasiados durante o escotoperiodo para obtencdo de glandulas
pineais que foram imediatamente congelas e armazenadas para o0s testes

posteriores.
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As glandulas foram entdo colocadas em 60 pL de tampao NOS (320 mM
Sacarose, 20 mM HEPES e 1mM EDTA, pH 7,4) acrescido de inibidor de protease
PMSF (1mM) e submetidas a sonicacdo (5 pulsos com duracdo de 5 segundos
cada). O homegenato foi centrifugado a 14.000 g por 2 minutos a 4 °C, recolhendo-
se 0 sobrenadante em um novo tubo. A seguir, foi procedida a dosagem de
proteinas por Bradford.

A partir da dosagem proteica foram selecionados 40 pL das amostras,
contendo 10 pg de proteina, destinados para a verificagdo da atividade da Na'/K*
ATPase. As amostras foram dividas em dois grupos em que 120 pL de ouabaina (10
mM), substancia inibidora da Na*/K" ATPase, esteve presente ou ausente, sendo
nesse caso substituida por 120 pL de agua MilliQ. Ainda, cada amostra foi acrescida
de 200 pL de tampéo histina (pH 7,2) e 40 yL de ATP (30 mM). Passados 20
minutos de reacdo a 37 °C em constante agitacdo, foram adicionados 600 pL da
solucdo de Quenching (10N H,SO, e 5% molibdato de ambnio) para o término da
mesma, sendo as amostras colocadas imediatamente em gelo. Finalmente, 20 pL da
solucdo de Fiske (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, EUA) foram distribuidos nas
amostras. Apos 30 minutos foi feita a leitura em espectrofotometro. Os mesmo
passos foram realizados para a curva padrao, contendo tampao histidina (140 mM
NaCl, 20 mM KCI, 3 mM MgCl,.6H,0, 3 mM ATP e 30 mM Histidina), &gua MilliQ e
solucéo padréo de hidrogenofosfato de potassio a 10 mM.

De tal maneira a atividade da Na'/K* ATPase em si equivale a subtracdo da

parcela insensivel a ouabaina da parcela que conservou a atividade total.

4.14 Metodologia de Anélise de Resultados

As andlises estatisticas, escolhidas de acordo com o desenho experimental,
foram realizadas utilizando-se o programa computacional Prism v 5.01 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). Procederam-se o0s testes de analise de
variancia (ANOVA) uni ou bifatorial, seguido do teste de comparacdo mdultipla de
Bonferroni. Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes para
p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Peso

Os animais foram pesados em quatro momentos ao longo do experimento. As
duas primeiras pesagens serviram para a esquematizacdo do bloco experimental, de
forma a se identificar o melhor momento para a inducédo do diabetes, uma vez que
0s animais deviam apresentar um peso médio de 250 g para tanto. A terceira
pesagem foi realizada no dia anterior a inducdo, permitindo assim o céalculo do
volume da droga a ser administrada no dia 0. Por fim, no dia 15 os animais foram
novamente pesados.

Com os dados obtidos foi verificada a diferenca entre o peso no dia 0 e 0
peso no dia 15. A diferenca ou delta (A) permitiu a construcdo de um grafico com o

delta do peso, conforme apresentado na Figura 5 localizada a seguir.

Figura 5 - Delta do peso.
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O delta do peso foi avaliado a partir da diferenca verificada entre os dias 0 e 15 para 0s grupos
diabético (D, n=94), controle (C, n=89) e diabético tratado com insulina (D+Ins, n=97). ANOVA
unifatorial seguida de Bonferroni com * p < 0,05 vs C e D+Ins.

Foi possivel perceber que os animais pertencentes ao grupo dos diabéticos
nao tratados engordaram menos (A=17,8 g + 2,2) quando comparados aos demais
grupos, os quais revelaram claro ganho de peso ao longo dos 15 dias de
experimento, sendo que o grupo controle apresentou A=55,2 g + 1,7 e 0 grupo

diabético tratado teve variacdo de peso equivalente a 48,9 g + 1,3.
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5.2 Glicemia

A glicemia dos animais foi avaliada em trés momentos. O primeiro deles
ocorreu um dia apo6s a inducao do diabetes, para a constatacao da instalacdo de tal
condicdo e identificacdo dos animais com glicemia inferior a 200 mg/dL, que
receberam a reinjecdo de STZ. O segundo momento corresponde ao dia seguinte a
reinducéo, para o estabelecimento da permanéncia dos animais diabéticos e retirada
daqueles que ndo se enquadravam. Por fim, a Ultima afericdo glicémica foi realizada
no momento da eutanasia, a partir do sangue do tronco dos animais.

A Figura 6 representa a glicemia média no dia 15 de todos 0s grupos

experimentais.

Figura 6 - Média da glicemia.
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Média glicémica do dia 15 para animais do grupo controle (C, n=89), diabético (D, n=94) e tratado
com insulina (D+Ins, n=97). ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com * p < 0,05 vs C e D+Ins.

A glicemia média do grupo de diabéticos tratados com insulina indica que o
hormonio foi eficaz em reverter esse aspecto do quadro diabético, normalizando a
glicemia, que nao apresentou diferenca significativa em comparacdo ao grupo
controle. Por outro lado, o grupo dos diabéticos revelou altos niveis glicémicos. Em
algumas ocasides o registro do glicosimetro apontava para uma glicemia “High”, o
que foi considerado, para efeito de analise, equivalente a 500 mg/dL, limite maximo

de deteccéo, de acordo com as informacdes fornecidas pela fabricante do aparelho.
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5.3 Melatonina
A melatonina foi analisada a partir das glandulas retiradas dos animais no
momento da eutanasia e congeladas para posterior analise. Os dados obtidos com a

analise por HPLC sao apresentados na Figura 7 a seguir.

Figura 7 - Perfil da melatonina ao longo do escotoperiodo.
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Os 5 ZTs analisados correspondem ao escotoperiodo, representado pela barra em preto. O ZT 12
equivale ao inicio do periodo do escuro, enquanto o ZT 24 representa a transicao do escuro para o
claro. Notar que para todos os grupos o pico na sintese de melatonina ocorre por volta dos ZTs 18 e
21 (C n=23, D n=38 e D+Ins n=39). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o
fator tratamento; p<0,0001 para o fator ZT e p=0,2134 para a interacdo tratamento x ZT. *p<0,05 vs C
e D+Ins. # p<0,05 vs D+Ins.

O grupo diabético ndo tratado apresenta ao longo de todos os ZTs estudados
reducdo na sintese de melatonina em relagcdo aos grupos controle e diabético
tratado com insulina. Tal diferenga torna-se significativa no momento que representa
0 pico na sintese da indolamina (entre os ZTs 18 e 21), ou seja, no meio da noite. E
importante observar que o grupo diabético tratado com insulina e o grupo controle
nao revelam diferencas quanto ao contetdo de melatonina, o que indica reverséao da

queda na sintese de melatonina mediante o tratamento do diabetes com insulina.
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5.4 Expressé&o génica na glandula pineal

A expressdo génica das trés principais enzimas presentes na via de sintese
da melatonina na glandula pineal, assim como dos dois adrenoceptores envolvidos
nesse mecanismo foi avaliada por PCR em tempo real ao longo de 24 horas,
abrangendo as fases clara e escura, em intervalos de 3 horas, obtendo-se assim o

ritmo diario do RNAm desses 5 genes na glandula pineal para os trés grupos em

estudo como verificado a seguir.

Figura 8 - Perfil da expressao génica na glandula pineal.
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A expressdo génica das enzimas triptofano hidroxilase (Tph1) (A), arilalquilamina-N-acetiltransferase
(Aanat) (B) e hidroxindol-oxi-metiltransferase (Hiomt) (C) na glandula pineal ao longo de 24 horas
estdo representadas pelos graficos localizados a esquerda. Nos graficos a direita estdo representadas
as expressoes génicas dos adrenoceptores B e a, respectivamente Adrbl (D) e Adralb (E). A barra
acima do eixo horizontal representa a fase clara e a fase escura do ciclo de ilumina¢do ao qual
estavam submetidos os animais controles (C), diabéticos (D) e diabéticos tratados com insulina
(D+Ins). Ndo ha diferenca estatistica entre os grupos avaliados (n=3/ponto/grupo) para nenhum gene
em questdao. ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni.
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E possivel notar pelos perfis acima apresentados que ha uma variagéo
discreta ao longo do dia na expressao dos genes em questdo. Por outro lado, essa
variacdo é mais acentuada para os genes da Aanat e do adrenoceptor do tipo 8, nos
quais observamos aumento na expressdo durante a fase escura do ciclo, entre 0s
ZTs 12 e 24.
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5.5 Expressao proteica da AANAT

A expressdo proteica da enzima passo limitante na via de sintese da
melatonina, a AANAT, foi avaliada para os animais controles, diabéticos e diabéticos
tratados com insulina ao longo de 5 pontos, sendo estes representantes da transicao
da fase clara para a escura (ZT 12), escotoperiodo (ZTs 15, 18 e 21) e transi¢do da
fase escura para a fase clara (ZT 24). A variacdo ao longo desses pontos para essa

proteina pode ser visualizada na figura 9 a seguir.

Figura 9 - Expressao proteica da AANAT.
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E possivel observar uma variagdo ao longo dos pontos estudados para a proteina da AANAT, com
valores proximos ou equivalentes a zero no ZT12 e com valores crescentes ao longo dos ZTs
subsequentes, caindo novamente a valores proximos de zero no ZT 24. E possivel notar ainda uma
menor expressao proteica no grupo diabético sem tratamento (D) em relagdo ao grupo cujo controle
glicémico foi realizado ao longo do periodo experimental (D+Ins) e ao grupo controle (C)
(n=6/grupo/ponto). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p<0,0001 para o fator ZT e p=0,0027
para a interacao tratamento x ZT. *p<0,05 vs C. # p<0,05 vs C.

E possivel notar que o perfil verificado para a expressdo proteica da AANAT
segue 0 mesmo padrdo encontrado para a sua expressdo génica ao longo do

escotoperiodo, com os valores maximos sendo registrados para os ZTs 18 e 21 de
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acordo com o observado para 0os animais controles, enquanto os animais diabéticos
sem tratamento apresentam um menor contelddo proteico no periodo
correspondente, sendo significativa a diferenca nos pontos em que a proteina da
AANAT é justamente mais expressa. Ja os animais diabéticos tratados com insulina
revelam a normalizacdo parcial do conteudo proteico em relagdo aos animais
controles no ZT 18, momento de maxima sintese de melatonina na glandula pineal,
engquanto que no ZT 21 ja ha diferenca entre o grupo tratado com insulina e o0 grupo

controle.
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5.6 Atividade da AANAT
A andlise da atividade foi realizada a partir da glandula pineal retirada no
momento da eutanasia, a mesma utilizada para a verificagcdo da concentracdo de

melatonina. Os dados obtidos séo apresentados na Figura 10 a seguir.

Figura 10 - Atividade da AANAT.
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A andlise da atividade enzimatica foi realizada para os grupos controle (C, n=23), diabético (D, n=38)
e diabético tratado com insulina (D+Ins, n=39). ANOVA bifatorial seguida de Bonferroni com p<0,001
para o fator tratamento; p<0,0001 para o fator ZT e p<0,05 para a interagdo tratamento x ZT. *p<0,05
vs C e D+Ins.

A andlise do gréfico permite verificar a queda da atividade da AANAT no
grupo diabético ndo tratado e a reversdo desse aspecto no grupo tratado que néo
apresentou diferencas estatisticas quanto a atividade enzimatica quando comparado
com o grupo controle. De tal maneira observa-se que esse grafico acompanha os
resultados encontrados para o grafico da melatonina, em que se nota a reversao da
reducdo em sua sintese para o grupo diabético tratado com insulina.

Ainda, é possivel observar que as expressdes génica e proteica da AANAT
sdo mais acentuadas na fase escura do ciclo, aspecto esse que se reflete
diretamente na sua atividade enzimatica e, consequentemente, na sintese de
melatonina. Essa caracteristica contribui para a caracterizacdo da AANAT como a

enzima passo limitante na via de sintese da indolamina pineal.
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5.7 Contelldo de AMPc

Os ratos cujas glandulas foram direcionadas para o estudo do contetdo de
AMPc pineal foram eutanasiados no escotoperiodo. A escolha dessa fase esta
baseada em estudos que demonstraram a relacdo entre o aumento desse segundo
mensageiro e a ativagdo da enzima AANAT. A Figura 11 permite a andlise dos
dados obtidos por ELISA.

Figura 11 - Contetudo de AMPc na glandula pineal durante o escotoperiodo.
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A andlise foi realizada para os grupos controle (C, n=28), diabético (D, n=24) e diabético tratado com
insulina (D+Ins, n=28). ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni com *p<0,05 vs C e D+Ins.

E possivel verificar que o grupo de ratos diabéticos tratados com insulina ndo
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, o que indica que a
normalizagdo da glicemia obtida com o tratamento parece estar relacionada a
integridade da sinalizacdo noradrenérgica na glandula pineal representada pelo
conteudo do segundo-mensageiro AMPc equivalente ao encontrado para o grupo de

ratos que ndo sofreu manipulacéo.
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5.8 Microdidlise da pineal

O contetudo de melatonina obtido diariamente durante o periodo de 17 dias
por microdialise da glandula pineal de um unico rato esta registrado na Figura 12

localizada a sequir.

Figura 12 - Producao diaria de melatonina avaliada por microdidlise.
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O periodo de coleta de 17 dias esta representado no eixo x, onde as barras pretas indicam 12h da
fase escura e os espacos em branco indicam 12h correspondentes a fase clara. E possivel notar que
a producéo de melatonina (pg/mL) se d& exclusivamente na fase escura do dia em qualquer condi¢ao
a qual o rato foi submetido. Dias 1 a 4: controle; Dia 5: inje¢&o intra-pineal de glicose; Dias 6 a 8:
controle pos-injecao intrapineal de glicose; Dias 9 a 11: diabético; Dias 12 a 17: diabético tratado com
insulina.

A andlise dos picos de melatonina representados no grafico permite notar que
os valores verificados para os quatros primeiros dias em que o animal esteve na
condicdo de controle sofreu queda abrupta no quinto dia, momento em que se deu a
injecdo intra-pineal de glicose a 500 mg/dL, concentracdo equivalente a glicemia de
um rato diabético. No quinto dia, a solucdo de glicose feita com Ringer foi injetada
ao longo de todo o periodo do escuro, sendo que ao final dessa fase, o sistema de
canulas foi lavado para a retirada completa da solu¢cdo com glicose do sistema. Nos
trés dias (6-8) que sucederam a injecdo, o animal recebeu apenas Ringer pelo
sistema de canulas. No entanto, é possivel verificar que mesmo na auséncia da
infusdo de glicose, os seus efeitos perduraram ao longo do dia 6, em que ainda era
possivel constatar queda de aproximadamente trés vezes na melatonina dialisada
gquando comparado a produgao ao longo dos dias controles, revelando um efeito
residual da alta concentracdo de glicose quanto a sintese de melatonina pineal.

Apenas no segundo dia apdés a parada da perfusdo da glandula com solucéo
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contendo alta concentracdo de glicose é que a produgdo do horménio retornou a
niveis equivalentes aos registrados no periodo controle.

Ao final da oitava noite, o rato foi submetido a uma injecdo de STZ de 60
mg/Kg para inducdo do quadro diabético. Assim, um dia apds a inducéo, a afericao
da glicemia de 468 mg/dL confirmou a instalacdo do quadro diabético. Nota-se que
ja nesse dia a producdo de melatonina caiu para niveis semelhantes aos registrados
no dia de infusédo intra-pineal de glicose em alta concentracdo, em que o animal
apresentou glicemia de 91 mg/dL, estando dentro dos niveis normoglicémicos.

A baixa producdo de melatonina do periodo correspondente aos dias 9 a 11
sofre alteragfes a partir do tratamento com insulina, iniciado no décimo segundo dia
de microdialise. De acordo com o verificado no gréafico, é possivel notar que o
primeiro dia de tratamento com insulina ainda ndo apresenta uma normalizacdo da
producdo de melatonina, aspecto que se assemelha ao que observamos quanto ao
perfil da indolamina 1 dia apds a infusé&o intra-pineal de glicose. E somente a partir
do segundo dia apds o inicio do tratamento em que constata-se a tendéncia de
normalizacdo na producdo da melatonina pineal, com aumento em quase 50%
quando comparado ao periodo em que o animal encontrava-se diabético e sem
tratamento.

O tratamento com insulina foi inicialmente feito seguindo o protocolo adotado
para os grupos independentes, com 4U de insulina no inicio da noite dos animais e
2U no inicio do dia. Com a afericdo da glicemia no meio da noite apds trés dias do
inicio do tratamento, foi verificado que essa se encontrava em 25 mg/dL. A partir
desse momento, as unidades diarias foram manipuladas em uma tentativa de
adequar o tratamento ao perfil do animal. Porém, a continuidade das coletas foi
interrompida no décimo sétimo dia em virtude do desacoplamento da sonda da
cabeca do rato.

Apesar da impossibilidade de se continuar a microdidlise até o décimo
segundo dia, conforme o padrdo dos grupos independentes, observa-se uma forte
tendéncia a regularizacdo da sintese de melatonina com a normalizacdo da glicemia
obtida com a reposicao de insulina. Ainda, € essencial destacar o efeito agudo que o
surto hiperglicémico apresenta na glandula pineal, ocasionando a queda drastica na
producdo hormonal, efeito este que pode se estender por até um dia apods a

regularizacao do aporte glicémico a estrutura.
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5.9 Cultura de células pineais isoladas

As células obtidas por meio da dissociacdo de glandulas pineais de animais
controles, incubadas em meios contendo alta concentracdes de glicose (500 mg/dL),
usualmente encontrada em ratos diabéticos ou concentracdes fisiologicas de glicose
(100 mg/dL), foram submetidos a estimulagdo por noradrenalina num estudo de
dose x efeito como descrito anteriormente. Foi procedida a dosagem de melatonina

produzida por tais células, de acordo com o apresentado na Figura 13.

Figura 13 - Producéo de melatonina em cultura de células isoladas de pineais

mediante estimulo noradrenérgico.
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As células foram mantidas em meios com concentragdo normal (NG n=10 por ponto) e alta de glicose
(AG n=10 por ponto) submetidos a diferentes concentracdes de noradrenalina. ANOVA bifatorial
seguida de Bonferroni com p<0,001 para o fator tratamento; p<0,0001 para o fator concentracéo e
p<0,001 para a interacéo tratamento x concentragdo. *p<0,001 vs C NG.

E essencial destacar que as células foram obtidas de glandulas de animais
intactos (n=10/grupo) e que apenas 0 estimulo agudo em cultura com maior
concentragdo de glicose foi suficiente para originar a diferenga significativa no
conteudo da indolamina pineal, mostrando um deslocamento da curva de dose-
resposta para a direita e redugdo maxima da resposta.

Seguindo o mesmo padrao de cultura citado, células obtidas de glandulas de
animais diabéticos sem tratamento e diabéticos tratados com insulina foram
incubadas em meios contendo glicose nas concentracdes elevada e normal e

submetidos ao estimulo com noradrenalina a 10 M, concentracdo em que se obteve
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a resposta maxima, como observado acima. A dosagem da melatonina produzida
por essas células em comparacdo a células obtidas a partir de animais controle e
cultivadas nas mesmas condicdes experimentais esta representada na Figura 14 a

seqguir.

Figura 14 - Producéo de melatonina em cultura de células isoladas de pineais de

ratos controles, diabéticos e diabéticos tratados com insulina.
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Cultura realizada a partir das glandulas de animais controles (C), diabéticos (D) e diabéticos tratados
com melatonina (D+Ins) mantidos em meios com alta concentracdo de glicose (AG) e concentracao
normal de glicose (NG) submetidos ao estimulo com noradrenalina a 10 M (n=5/grupo). ANOVA
unifatorial seguida de Bonferroni. #p<0.05 vs todos os grupos; *p<0.05 vs todos 0s grupos exceto por
DHG; $p<0.05 vs todos os grupos exceto por DNG.

Além da queda constatada de melatonina tanto em pineal6citos mantidos em
cultura quanto em glandulas de animais diabéticos (Figura 7) € possivel constatar o
efeito agudo de elevada concentracdo de glicose (500 mg/dL) em pineais
dissociadas de animais controles, revelando uma producéo aproximadamente 30%
menor da indolamina em relacdo ao seu grupo controle C NG. Ainda, é possivel
verificar a tendéncia de normalizacao da producdo de melatonina nas células obtidas
a partir de glandulas de animais diabéticos tratados com insulina e mantidos em
meio com concentragdo normal de glicose, indicando o efeito benéfico da
manutenc¢ao da glicemia a longo prazo para o metabolismo da glandula pineal.

Nota-se, ainda, que as células dissociadas a partir de glandulas de animais
controles apresentam um contetdo médio de melatonina de 55,6 ng/mL e 22,2

ng/mL para os grupos C NG e C AG, respectivamente, tendo o primeiro grupo média
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superior aquele dos animais diabéticos D NG (37,7 ng/mL) e D AG (32,7 ng/mL),
enquanto que células provenientes de glandulas de animais diabéticos tratados com
insulina e cultivados em meio com glicose regular revelam uma producdo média de
melatonina de 54,6 ng/mL, semelhante ao verificado para o grupo C NG. Salienta-se
que a manutencdo das ceélulas dos animais diabéticos em meio com glicose em
quantidade regular pelo periodo de 5 horas indica um efeito residual da
hiperglicemia em relacéo a sintese de melatonina.

Ainda, a producdo meédia de melatonina por células de animais diabéticos
tratados com insulina e mantidos em meio com concentracdo alta de glicose, que foi
de aproximadamente 58,7 ng/mL pode indicar um efeito residual do tratamento com

insulina feito 1:30 antes da obtencéo das glandulas a partir dos animais.
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5.10 Atividade da Na'/K* ATPase pineal

A atividade da enzima Na'/K* ATPase foi avaliada em animais controles,
diabéticos e diabéticos tratados com insulina. As glandulas pineais foram retiradas
no momento da eutanasia, que ocorreu em cinco pontos ao longo do escotoperiodo,
quais sejam ZTs 12, 13, 14, 15 e 18. A atividade representada na figura 15 abaixo

corresponde a média desses 5 ZTs.

Figura 15 - Atividade da Na'/K* ATPase pineal.
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O teste foi realizado para os animais controles (C, n=31), diabéticos (D, n=35) e diabéticos tratados
com insulina (D+Ins, n=31). ANOVA unifatorial seguida de Bonferroni. *p<0,05 vs C.

A menor atividade da bomba de Na'/K" apresenta-se como mais um dos
parametros alterados no grupo diabético em relacdo ao grupo de animais controles.
No primeiro grupo citado, a média da atividade foi de 0,07 pmol/mg.min, enquanto
no ultimo o registro foi de 0,16 pmol/mg.min. O grupo de ratos diabéticos tratados
com insulina apresentou atividade média de 0,11 pmol/mg.min, valor bastante
préximo ao verificado para o0s animais controles, revelando a tendéncia de
normalizagdo na atividade dessa enzima em animais submetidos ao controle
glicémico, por mais que tal diferenca n&o tenha sido caracterizada como
estatiscamente significativa. O periodo reservado para a avaliacdo do desempenho
da Na'/K*ATPase justifica-se por ser esse 0 momento critico de ativagdo da bomba
na glandula pineal, de forma que eventuais acontecimentos que pudessem alterar
agudamente a produgdo hormonal seriam verificados igualmente na janela temporal

citada.
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6 DISCUSSAO

A associacdo entre o diabetes, insulina e melatonina apresenta grande
relevancia na atualidade em funcdo do crescente numero de pessoas
diagnosticadas com tal doenca mundialmente e ainda em virtude dos iniUmeros
beneficios que a terapia com melatonina pode proporcionar a esses individuos.

Estudos que abordam a associagdo mencionada apontam para a importancia
da melatonina como molécula antioxidante, auxiliando a reduzir o grau de estresse
oxidativo pancreético e também o quadro de hiperglicemia verificado em modelos de
animais diabéticos por STZ pré-tratados com melatonina (ABDEL-WAHAB; ABD-
ALLAH, 2000). Outros estudos (GARCIA et al., 2008, 2010) evidenciam a relag&o
entre os dois horménios, que ocorre pelo estimulo na sintese de melatonina através
da insulina, em concentracdo fisiolégica de 10° M, em culturas padrdo e
sincronizada de glandulas pineais, evento este atribuido ao aumento na atividade da
AANAT ocasionada por acdo direta ou indireta da fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K),
importante proteina da via de sinalizacdo insulinica. Lima et al. (2001) também
tratam de tal associacdo, demonstrando a ocorréncia de hiperglicemia e
hipoinsulinemia associadas a altera¢cdes morfologicas em células B - pancreaticas de
ratos pinealectomizados, aspecto igualmente avaliado em pacientes diabéticos em
que foi constatada a degeneracao de células pancreéticas e reducao plasmatica da
indolamina pineal (PESCKE, 2006). Contribuindo para a solidificacdo da relacao
entre melatonina e insulina, Anhé et al. (2004) trazem um dos pontos de
convergéncia da acédo de tais horménios, que é a ativagdo da subunidade B do
receptor insulinico (IR) e a fosforilagdo do seu substrato IRS-1 pela melatonina no
hipotalamo e em tecidos periféricos.

Assim, com base nas informacdes fornecidas por tais investigacfes, o
presente trabalho questionou se o tratamento com insulina de ratos diabéticos tipo |
reverteria a queda na sintese de melatonina verificada em animais diabéticos,
quadro que poderia estar associado a diversas complicacbes dessa patologia.
Objetivando um maior esclarecimento de tal evento foram também explorados
passos da via de sintese da melatonina que se mostraram alterados em animais
diabéticos sem tratamento (AMARAL, 2009).

Dados obtidos no nosso grupo de estudo (AMARAL, 2009) e do presente

trabalho corroboram as informacdes da literatura (CHAMPNEY et al.,, 1983;
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PESCHKE et al., 2006; STEBELOVA et al., 2007), demonstrando uma diminuic&o na
sintese de melatonina mediante o quadro de diabetes induzido por STZ. Apenas
certos estudos de um Unico grupo contrastam com as demais citacdes, por terem
verificado uma elevacdo na concentragcdo de melatonina plasmatica em ratos
diabéticos tipo | por STZ intraperitoneal na concentracdo de 60 mg/kg (PESCHKE et
al., 2008), levantando a hip6tese de uma compensacdo desempenhada pela
glandula pineal para contrabalancear os disturbios metabdlicos do quadro diabético.
Ainda, o incremento da indolamina em questdo foi atribuido ao aumento dos
receptores B-adrenérgicos, das expressdes génica da AANAT e da HIOMT, assim
como de adrenalina e noradrenalina (PESCKE et al., 2008, 2012), o que n&o foi
evidenciado pelo nosso grupo (AMARAL, 2009).

A reducdo do ganho de peso verificada no grupo diabético sem tratamento
quando em comparacdo aos grupos controle e diabético tratado com insulina era
esperada. A mesma relagéo foi encontrada em um estudo com ratos Wistar controle
e diabéticos por STZ a 65 mg/kg, mantidos nessa condicdo pelo periodo de 17 dias
(STEBELOVA et al., 2007). Peschke et al. (2008) também observaram reducédo do
ganho de peso dos animais diabéticos (ratos Wistar) apds 6 semanas da indugéo do
quadro por STZ intraperitonial a 60 mg/Kg Montilla et al. (1998) e Vural et al. (2001)
verificaram da mesma maneira a queda de peso em ratas Wistar tratadas com STZ a
60 mg/kg, mantidas diabéticas por 6 semanas e por 8 semanas, respectivamente.
Assim, os dados da perda de peso juntamente com a hiperglicemia detectada por
testes com o sangue obtido a partir da veia caudal dos animais foram os principais
fatores que comprovaram a instalacdo do quadro diabético ao longo do experimento.
Abdel-Wahab e Abd-Allah (2000) encontraram hiperglicemia apds 3 dias da inducéo
da condicdo com STZ na concentracdo de 60 mg/Kg em camundongos albinos
suicos, sendo o mesmo verificado para ratos no experimento de Vural et al. (2001).
A queda de peso ou 0 menor ganho de massa estdo associados ao prejuizo na
captacao de glicose pelas células, em virtude da insulina muito reduzida ou ausente
e ainda em funcdo da mobilizagdo das reservas do tecido adiposo, uma vez que a
gordura é considerada a segunda fonte de recursos energéticos, quando o uso de
carboidratos esta inviabilizado. Ha, portanto, ativagéo da lipolise (HALL, 2011).

O quadro de glicemia elevada foi contornado com a administracao de insulina
duas vezes ao dia. No comecgo da fase de escuro do ciclo, o que equivale ao

momento de maior atividade dos roedores e, portanto, ao periodo em que 0s
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animais se alimentam, uma combinacdo de 2 unidades de insulina de acao
prolongada (Glargina/Lantus®, Sanofi Aventis) e de 2 unidades de insulina regular
(Humulin®, Lily, EUA) era administrada. Foi possivel notar que a média glicémica
dos animais diabéticos tratados com insulina foi mantida inferior aguela dos animais
diabéticos sem tratamento ao longo de todo o escotoperiodo (ZTs 12 a 24). No inicio
da fase de «claro, 2 unidades de insulina de acdo prolongada
(Glargina/Lantus®,Sanofi Aventis, Alemanha) eram injetadas de forma subcutanea.
Complementando os dados verificados para os grupos independentes, a
microdialise realizada com um rato submetido a diferentes condi¢gbes traz algumas
informacdes adicionais e de grande importancia sobre a dindmica da sintese de
melatonina em um modelo animal primeiramente controle e posteriormente insulino-
dependente. Antes de mais nada, é possivel destacar que sdo pequenas as
variacdes intrinsecas ao individuo quanto a producédo diaria da indolamina pineal na
condicao original de controle, estabilidade essa que se mantém por um longo
periodo de experimentacao, reforcando a validade dos dados obtidos (BARASSIN et
al., 1999). Além desse aspecto, um ponto fundamental associado ao quadro
diabético e a produgdo de melatonina foi esclarecido: a injecdo intra-pineal de uma
solucdo com elevada concentracdo de glicose, através da técnica de microdialise
reversa, nNo momento em que o0 organismo do animal apresentava-se
normoglicémico e com normoinsulinémico promoveu queda na sintese de
melatonina da mesma forma como foi constatado mais tarde mediante a injecdo com
a droga indutora do quadro diabético. Assim, com a vantagem prépria a microdialise,
que permite a verificacdo simultanea da sintese de melatonina mediante estimulagéo
com determinada substancia (BARASSIN et al., 2000), torna-se possivel aventar que
a hiperglicemia é um fator de grande relevancia para a ocorréncia das alteracdes
glandulares e de sintese de melatonina observadas em organismos diabéticos.
Ainda, o reestabelecimento dos parametros avaliados no presente trabalho deve-se
ao controle glicémico pelo tratamento com insulina, diferentemente do que foi
abordado recentemente em um trabalho de Peschke et al. (2012). O hormdnio
pancreatico parece atuar como um modulador da sintese de melatonina em
condicdes fisiologicas normais, conforme constatado pelos trabalhos de Garcia et al.
(2008; 2010), sendo também essencial, como mostrado aqui, para o0
reestabelecimento adequado da sintese de melatonina pineal em organismos

diabéticos em fungéo do controle glicémico.
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A cultura de células dissociadas a partir de glandulas pineais de animais
controles, diabéticos e diabéticos tratados com insulina refor¢ca os resultados
indicados pela infuséo intra-pineal de glicose durante a microdialise. Nesse caso,
constata-se além da queda ja esperada no conteudo de melatonina produzida pelas
células oriundas de glandulas de organismos diabéticos mantidos em meio com alta
concentragdo de glicose, uma reducdo de aproximadamente 60% nas células
obtidas de glandulas de animais controles incubados nas mesmas condi¢cdes. Tal
achado indica um componente agudo das modificacdes na sintese da indolamina
induzidas pelo quadro hiperglicémico. Por outro lado, a baixa producéo de
melatonina a partir de células de animais diabéticos mantidos nessa condic¢ao por 15
dias e entdo incubadas por 5 horas em meio contendo concentracdo regular de
glicose associada a producdo regular de melatonina pelas células de animais
diabéticos tratados com insulina, incubadas nas duas condi¢des, indicam também
um componente residual da hiperglicemia.

Nesse contexto, é valido especular que a relacao entre insulina, melatonina e
metabolismo energético possui também um carater cronico, no sentido de que os
efeitos de um hormonio sobre o outro e em relagéo ao processamento de substratos
se manifesta ndo pela presenca de um modulador apenas, mas ainda pela atuacao
de ambos a longo prazo, conforme observado por Zanquetta et al. (2003) em
determinada condicdo experimental, em que se verificou que a falta crénica de
melatonina induz a modificac6es quanto a homeostase da glicose.

Considerando a relagdo temporal dual citada acima, as alteracdes verificadas
pela infusdo intrapineal de glicose resultam de mecanismos cuja regulacdo €,
provavelmente, aguda. Nesse caso € levantada a possibilidade de tal prejuizo na
sintese de melatonina pineal poder ser atribuida ao desajuste no funcionamento da
Na'/K* ATPase glandular. O bloqueio desse canal pela ouabaina parece exercer um
papel consideravel na regulacdo da sintese da indolamina, conforme verificado em
cultura de pinealdcitos (SUGDEN et al., 1986). Outras investigacdes a respeito da
Na'/K* ATPase revelaram que o bloqueio dessa enzima pela ouabaina inviabilizou o
estimulo noradrenérgico da atividade da AANAT em glandulas pineais de ratos
adultos (CENA et al., 1987). Semelhante informacéo aliada a constatada queda na
atividade da Na'/K* ATPase e da AANAT em ratos diabéticos no presente trabalho
fala a favor desse mecanismo como uma possivel alteracdo responsavel pela

reducdo na sintese de melatonina nesses organismos. Ainda, € valido ressaltar que
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a tendéncia a normalizacdo da atividade da Na'/K® ATPase em ratos diabéticos
tratados com insulina juntamente com a atividade reestabelecida da AANAT nos
mesmos indica que a normalizacdo glicémica parece desempenhar um papel
regularizador desses mecanismos, contribuindo para a producdo adequada da
indolamina pineal em animais que receberam a reposi¢do com insulina.

Em outros territérios, como no musculo cardiaco de ratos diabéticos por STZ,
foi igualmente constatada a queda na atividade da Na'/K" ATPase (VER et al.,
1997). Ainda, um estudo recente com camundongos diabéticos ndo-obesos (do
inglés non-obese diabetic mouse ou NOD mouse) observou uma reducao
concomitante na atividade da Na'/K* ATPase no coracgio, rim e pancreas associada
a hiperglicemia quando comparado ao camundongos controles (SHI et al., 2012). Tal
trabalho sugere a queda na atividade da bomba de sédio como uma alteracdo
sistémica do DM tipo | justificada por uma sensibilidade alterada da enzima pelo ion
sédio e que pode ser um dos agravantes do quadro diabético nesses animais.

Nesse contexto torna-se plausivel sugerir que tal mecanismo esteja se
manifestando ao longo de todo o periodo de desbalanco glicémico avaliado nos
grupos independentes, uma vez que a normalizacdo da glicemia pelo tratamento
com injecbes de insulina foi suficiente para o reestabelecimento da producédo de
melatonina. Esse ponto é corroborado pelo trabalho de Barone (2012) em que seres
humanos portadores de DM tipo | apresentaram melhora generalizada dos ritmos
bioldgicos a partir do momento em que adequaram o tratamento do quadro diabético
em relacao a pacientes diabéticos com descontrole glicémico.

Portanto, mediante a comprovada queda na sintese de melatonina em
organismos diabéticos tipo | e sua reversdo com a reposicdo de insulina e
consequente normalizacdo glicémica, alguns mecanismos que podem contribuir para
justificar a normalizacdo da sintese de melatonina em ratos diabéticos tratados
foram evidenciados. Dentre 0os processos que merecem destaque temos a queda no
conteudo proteico e na atividade da AANAT em ratos diabéticos sem tratamento.
Essa € a enzima chave para a producdo de melatonina, devido a sua atuagéo
convertendo serotonina a N-acetilserotonina, precursora da melatonina, durante a
fase escura do ciclo. Tal afirmacéo é corroborada pelos resultados encontrados no
presente trabalho (KLEIN et al., 1970; KLEIN e WELLER, 1970, 1972; PARFITT et
al., 1976; YU et al., 1993).
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Ainda, através da sobreposicdo das informagBes da concentracdo de
melatonina e da proteina e atividade enzimética da AANAT do presente estudo
verificamos a relacdo entre a normalizacdo destas, mesmo que parcial no caso da
proteina, e a reversdo na queda da sintese de melatonina no grupo diabético que
recebeu tratamento com reposi¢céo de insulina, aproximando este grupo do controle
no quesito em discuss&o. E vélido destacar nesse contexto que o perfil proteico da
AANAT, que acompanha o mesmo do grupo controle até o ZT 18, apresenta
diferenca apenas no ZT 21 em funcéo, provavelmente, do controle glicémico néo ser
completamente eficaz ao longo de todo o escotoperiodo.

E importante destacar que ndo foram evidenciadas diferencas quanto a
expressao génica na glandula pineal associada aos adrenoceptores a e 3 e ainda
em relacdo as trés principais enzimas da via bioquimica de sintese da melatonina
pineal, Tphl, Aanat e Hiomt, para os trés grupos estudados, indicando que a
hiperglicemia ndo parece desencadear alteragbes transcricionais na glandula. No
entanto, ressalta-se o perfil transcricional que pode ser observado para alguns dos
genes em questdo e que corroboram dados previamente encontrados na literatura,
como é o caso da Aanat, cujo aumento na expressdo génica dependente da
estimulacdo noradrenérgica na fase escura do ciclo de iluminacdo ¢é
consideravelmente pronunciado, chegando a até 150 vezes os valores encontrados
para a fase clara (ROSEBOOM et al., 1996). O adrenoceptor 3 também apresenta
uma flutuacao diaria em sua expressao génica, com valores mais elevados durante
0 escotoperiodo. Esse aspecto pode estar associado ao aumento da densidade
desses receptores em pinealdcitos durante a fase escura do ciclo, fator relacionado
a maior atividade da via neural que se projeta para a pineal determinando o
momento de sintese da indolamina em questédo (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

Em adicdo aos parametros discutidos, o reestabelecimento no conteddo
pineal do segundo-mensageiro que contribui majoritariamente para a sintese da
indolamina na glandula, o AMPc (KLEIN et al., 1970 e 1978), constitui mais um
passo na elucidacdo dos mecanismos originalmente afetados pelo quadro diabético
e que se encontram normalizados mediante o tratamento com insulina. E
fundamental destacar que o AMPc desempenha funcdo central na inducdo da
atividade da AANAT através da ativacdo da enzima PKA, que por sua vez esti
associada a formagédo do complexo de estabilizacdo e protecdo da AANAT, sendo

também responsavel por sua fosforilagdo, contribuindo para sua atividade regular e,
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assim, influenciando diretamente a sintese de melatonina pela glandula pineal
(KLEIN et al., 1970; KLEIN; WELLER, 1970).

N&do obstante, é fundamental que se avalie a atuacdo sistémica da
melatonina para o maior entendimento das alteracbes observadas em individuos
diabéticos. A melatonina age de forma preponderante em 6rgdos como 0s rins,
baco, duodeno e pancreas, conforme afirmam Stebelova et al. (2007). A nefropatia,
decorrente do predominio de radicais livres em relacdo aos compostos
antioxidantes, desencadeando o estresse oxidativo, 0 comprometimento da atuacao
do sistema imune e a perda de protecado contra oxidagdo e também da marcacao
sincrénica gerada pela melatonina e dos genes do relégio no pancreas sao apenas
alguns exemplos do comprometimento de funcdes de um organismo diabético e que
podem ter como um dos fatores desencadeadores a queda de melatonina pineal.
Nesse contexto, alguns trabalhos abordam esses fatores como consequéncias para
0 nao-tratamento do diabetes tipo | pela reposicao de insulina (VURAL et al., 2001).

Outras condicdes proprias do estado diabético como processos
neurodegenerativos, prejuizos renais, vasculares, hepaticos e até cognitivos sao
exemplos adicionais de complicacbes que poderiam ser amenizadas pela
administragao de melatonina (DANEMAN, 2006; PESCKE et al., 2008).

Com base nos dados levantados pelo presente trabalho em associacdo com
os demais estudos disponiveis na literatura a respeito da sintese de melatonina em
organismos diabéticos e ainda em relacdo aos beneficios experimentados por
individuos acometidos por essa patologia e que se utilizam da reposicdo de
melatonina como coadjuvante do tratamento da condicao diabética (Sudnikovich et
al., 2007; Kormaz et al., 2012), é possivel afirmar que o interesse pelo assunto
cresce consideravelmente nos ultimos tempos.

Bonnefont-Rousselot e Collin, 2010 retratam a melatonina como um potente
antioxidante, destacando possiveis aplicacées dessa no tratamento de doencas e na
melhoria de parametros associados ao envelhecimento em humanos. Tais autores
apontam para um diferencial da indolamina em questdo em relacdo aos demais
antioxidantes para o tratamento de condi¢gbes metabdlicas, sendo que a primeira, em
virtude de sua caracteristica anfifilica, pode atuar tanto em meios lipofilicos quanto
hidrofilicos, contribuindo diretamente para reduzir o estresse oxidativo e ainda
regulando a atividade de outras enzimas redutoras. Ainda, o estudo em questéo

ressalta a ndo-existéncia de uma concentracdo considerada toxica de melatonina
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em pesquisas realizadas até o presente momento e também revela os inidmeros
beneficios associados a sua ingestdo por pacientes com diversas condi¢cfes
patolégicas. Em outro trabalho do mesmo ano, Rios et al. (2010) reportam variadas
funcdes da melatonina na melhoria de doencas, sendo essa utilizada como uma
nova tendéncia farmacolégica, sem descartar a necessidade de mais estudos a
respeito da utilizagdo da substancia e da importancia da orientacdo médica para

tanto.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A sintese de melatonina tem mostrado elevada plasticidade, sendo
influenciada por agentes especificos que j& se encontram descritos na literatura e
ainda por determinadas condi¢cfes, que compilam uma série de fatores que atuam
como reguladores positivos ou negativos de sua producdo. Dentre essas condi¢cdes,
0 quadro diabético destaca-se por sua associacdo direta com a indolamina em
questéao.

Varios estudos com resultados discrepantes sobre o presente assunto tém
sido publicados ao longo dos ultimos anos, sendo a queda na sintese de melatonina
pineal e os desdobramentos desse evento no que tange a génese do quadro
diabético quanto ao seu agravamento achados considerados consistentes.

A evolucdo do diabetes mellitus tipo Il para o tipo | a luz da atuagcéo da
melatonina ilustra os aspectos apontados anteriormente: a hiperglicemia, fator
comum as duas manifestacbes do quadro, esta associada a queda na sintese de
horménio pela glandula pineal. Por sua vez, a redugdo da indolamina circulante
reconhecidamente contribui para a reducdo da sensibilidade central e periférica a
insulina, favorecendo o aumento na producdo do horménio pancreatico sem a
adequada repercussao de sua atuagao, podendo levar a faléncia das células . Ao
mesmo tempo, desestrutura-se o sistema de marcac¢do circadiana inerente ao
individuo pela queda de melatonina e é registrada perda significativa da defesa
antioxidante do organismo, questdo essa ja prejudicada pela auto-oxidacdo da
glicose propria do estado diabético, contribuindo para o agravamento da condi¢cao
patolégica. Nesse ponto € essencial destacar a ndo-linearidade da ocorréncia do
fendbmeno descrito, sendo de grande dificuldade a ordenagdo dos processos
envolvendo o quadro diabético e a glandula pineal.

Com isso, aponta-se como fator de grande importancia a incorporacdo do
conhecimento sobre glandula pineal e melatonina nos estudos sobre o diabetes
mellitus. O controle da glicemia merece especial atencédo nesse quesito, ndo apenas
para individuos em que o quadro de desequilibrio glicémico ja se instalou, mas
também na rotina de individuos saudaveis, mas que possuem habitos desregrados

de alimentagcdo, com elevada ingestdo calorica préxima ao momento do repouso, 0
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que interfere prejudicialmente na sintese de melatonina ou ainda para trabalhadores
em turnos invertidos.

Somada a difusdo dos estudos sobre a glandula pineal na pesquisa basica é
necessaria sua extensao a pesquisa clinica, de forma a orientar a sociedade médica
a respeito da relevancia de se investigar esse horménio na pratica, como se faz
comumente com os demais hormonios, contribuindo para a qualidade de vida da
populacdo em geral. Ainda nesse contexto é fundamental destacar as peculiaridades
pertinentes a administracdo de melatonina, em virtude desse hormonio apresentar-
se ndo apenas como um simples antioxidante, mas também como um importante
sincronizador de diversos fenémenos fisiolégicos, de forma que a sua utilizacao

ocorra de forma consciente e controlada.
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8 CONCLUSOES

O presente trabalho contribui para o esclarecimento a respeito do que ocorre
com a sintese de melatonina em modelos animais de ratos diabéticos tipo | tratados
com insulina.

Foi possivel constatar que a reducdo de melatonina pineal nesses organismos
esta associada a queda do conteudo proteico e da atividade da enzima passo
limitante da via de sintese da indolamina pineal, a AANAT. A esses aspectos soma-
se a queda no conteudo do segundo mensageiro de maior importancia para a
sintese de melatonina, o AMPc, nos animais diabéticos. O tratamento com insulina,
duas vezes ao dia, foi capaz de regularizar os parametros citados, cabendo destacar
que a proteina da AANAT apresenta uma reversao apenas parcial em seu conteudo.

Ainda, foi possivel constatar que a alteracdo no organismo diabético tipo | de
maior relevancia para o prejuizo que se observa na sintese de melatonina € a
hiperglicemia, sendo que a reposi¢cao com insulina parece levar a normalizagédo da
producdo hormonal pela glandula pineal através do controle glicémico. Um dos
possiveis mecanismos envolvidos nesse processo € o funcionamento da
Na'/K*ATPase na glandula pineal, prejudicado em animais diabéticos e com
tendéncia ao reestabelecimento em diabéticos tratados. A hiperglicemia parece ndo
interferir com a expressao génica na glandula pineal.

Com isso, destaca-se mais uma vez a importancia do controle glicémico em
organismos diabéticos, com beneficios que se estendem ao funcionamento
adequado da glandula pineal e, consequentemente, a producdo regular de
melatonina, que por sua vez se reflete na coordenagdo de variados processos
fisiolégicos, contribuindo para a homeostase organica e bem estar do individuo.

No entanto, é de conhecimento geral que semelhante controle ndo é
alcancado apenas pela reposicdo hormonal, estando os individuos acometidos pelo
quadro diabético sujeitos as flutuacBes glicémicas ao longo do dia nem sempre
passiveis de serem contornadas com total eficacia pela utilizacdo de insulina. Nesse
contexto, aventa-se o uso, mediante orientagdo médica adequada, da melatonina
como possivel coadjuvante no tratamento da condicdo diabética, podendo também
servir como forma de prevencdo aos individuos que possuem predisposicdo ao

desenvolvimento do diabetes.
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