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RESUMO

TURATI, A. O. Anélise 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 Séo 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 associacéo entre a reducdo 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¢cdo 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 ap0s 0 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 detec¢éo
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 0s 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. J4 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 conseqliéncia, para a
reversao na producao de melatonina na glandula pineal ja constatada apos 2 dias do
inicio do tratamento com insulina, conforme evidenciado por microdidlise. 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
synthesis 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.



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 embriondria esta associada a uma evaginacdo do Il
ventriculo, constituindo uma parte do epitdlamo. Em seres humanos esta localizada
acima dos coliculos superiores, na regiao 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 neuroendocrino 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 neuroenddcrina € reforcada por mudancas
morfolégicas e funcionais sofridas pelo principal constituinte celular da glandula
pineal, o pinealdcito. Observacdes filogenéticas a respeito desse tipo celular indicam
gueda na quantidade das variedades fotoreceptoras e crescente predominio de
pinealdcitos neurossecretores conforme nos aproximamos dos mamiferos na escala
evolutiva (EKSTROM; MEISSL, 2003).

Sua funcado 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 duragdo 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, metabdlicos, reprodutivos, imunes e de fungdo cardiovascular. A
melatonina pode ainda ser considerada um marcador ontogenético, considerando a
variacdo 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 modulacédo de fenbmenos 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 coloracao 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 regulatorio 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 funcéo intracelular,
assim como multiplicidade de 6rgdos-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-aminoéacidos aromaticos (EC 4.1.1.28) que resulta na formacdo 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 ag¢do da hidroxindol-oxi-
metiltransferase (HIOMT, EC 2.1.1.4), culminando na formagdo da melatonina
(CIPOLLA-NETO et al.,, 1999). O processo descrito acima esta representado na

Figura 1 localizada a seguir.



Figura 1 - Vias metabdlicas existentes na glandula pineal.
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A figura representa as vias metabdlicas de sintese e degradacao 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 hipotalamo que se projeta para coluna intermédio-lateral da
medula toracica alta, nos neurdnios pré-ganglionares do sistema nervoso autdnomo
simpético. Estes neurdnios projetam-se entdo para 0os ganglios cervicais superiores,
cujos neurbnios pos-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 nudcleo paraventricular, a qual era resultante da liberacéo
do acido gama-aminobutirico (GABA) pelo nucleo 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
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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 hipotaldmico; 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 ativacao noturna da via neural de projecao 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 ativacdo de proteina G
estimulatoria (Gs) e da enzima adenilil ciclase (AC). Além da via desencadeada pela
atuacdo da noradrenalina em receptores  na pineal, principal responséavel pela
elevacdo noturna do conteddo da indolamina, a estimulacdo 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

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 através do complexo calcio/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 flutuacdo diaria 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 conteudo proteico e na atividade enzimatica, 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 esta 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 condicdo de
escuro constante, revelando o carater endégeno dessa oscilacdo (HUANG et al.,
2008).



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 atuacéo 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 fendbmeno 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 contetdo 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



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 B1, 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 manutencdo 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).



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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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 retinodico do tipo RZR/ROR (PARK et al., 1997).



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 atuacado da insulina, elevando a captacéo 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 reducéo 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 padrdo 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.



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 & 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 € verificada na
sincronizacao da secrec¢ao 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



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 II,
respectivamente, se enquadram nos padrdes considerados 6timos para controle de

pressao arterial, glicemia e lipidemia (BRAGA et al., 2013).



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 biologicos 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 producédo de certos hormdnios,
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 glicEmico 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 sinalizagdo da ritmicidade circadiana
dos seres vivos, em funcado 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)



(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
quanto 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 plasmatica, 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



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 relégio 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 nao
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



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 contrapdéem aos achados
citados anteriormente. Evidéncias sobre a reducdo na sintese de melatonina em
ratos Wistar foram verificadas apds 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 modificacdes 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 producéo 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 reducdo no volume
glandular relacionado a queda do didmetro nuclear dos pinealécitos a partir da
quarta semana da instalacdo do quadro diabético. E fundamental destacar que n&o
foram registradas quedas na populacédo celular da glandula ao longo do periodo
analisado de 6 meses na condicdo diabética, aspecto acompanhado por um

aumento no conteudo proteico de serotonina.



2 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 € o0 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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