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RESUMO 
 

Oliveira AC. O tratamento com melatonina, associado ou não à pioglitazona, 
melhora a resposta metabólica do tecido adiposo em ratos diabéticos. [Tese 
(Doutorado em Fisiologia Humana)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, 2012. 
 
 Diabetes mellitus é uma doença resultante da baixa sensibilidade à insulina 
ou insuficiência da célula beta pancreática ou da associação dos dois fatores. Ratos 
com diabetes induzida por estreptozotocina durante o período neonatal no quinto dia 
de idade desenvolvem o quadro diabético clássico de hiperglicemia, 
hipoinsulinemia, poliúria, polidipsia agravada pela resistência à insulina na vida 
adulta. Neste estudo, foi investigado se o efeito de longo prazo do tratamento com 
melatonina e a sua associação com a pioglitazona pode melhorar a resistência à 
insulina e outras desordens metabólicas nesses animais. Após o desmame, os 
animais foram divididos nos seguintes grupos: grupo controle (C) - animais 
saudáveis controle; grupo diabético (D) - animais diabéticos sem tratamento 
adicional; grupo melatonina (M) - ratos diabéticos tratados com melatonina 
(1mg/kg); grupo melatonina mais pioglitazona (MP) - ratos diabéticos tratados com 
melatonina (1mg/kg) e pioglitazona (5mg/kg). Quando adultos (12ª semana de 
idade) animais foram sacrificados e os tecidos adiposos subcutâneos (SC), 
epididimal (EP) e retroperitoneal (RP) foram retirados, pesados e processados para 
isolamento dos adipócitos para avaliar a taxa de captação de glicose, oxidação de 
glicose e incorporação em lipídios. Amostras de sangue foram coletadas para 
dosagens bioquímicas. Tratamento com melatonina, associada ou não com 
pioglitazona, reduziu a hiperglicemia, polidipsia e polifagia, assim como a resistência 
à insulina, como demonstrado por KITT e HOMA. No entanto, o tratamento com 
melatonina não conseguiu recuperar a deficiência de peso corporal, da massa de 
gordura e tamanho dos adipócitos de animais diabéticos. Os níveis de adiponectina 
e frutosamina foram completamente recuperados pelo tratamento com melatonina, 
associada ou não com pioglitazona, enquanto nem o nível de insulina plasmática, 
nem a capacidade de secreção de insulina foram melhorados nos animais 
diabéticos tratados. Além disso, a melatonina causou um atraso significativo no 
desenvolvimento sexual deixando as estruturas sexuais menores do que as dos 
animais diabéticos não tratados. O tratamento com melatonina, associado ou não à 
pioglitazona, melhorou a responsividade dos adipócitos à insulina dos animais 
diabéticos, como mostrado no teste de captação de glicose (SC, PE e PR), nos 
testes de oxidação da glicose e incorporação de glicose em lípidos (PE e RP), um 
efeito que parece ser parcialmente relacionado com um aumento da expressão de 
substrato receptor de insulina 1 (IRS1), acetil-coenzima-A carboxilase (ACC) e ácido 
graxo sintase (FAS). Os animais do grupo D apresentaram menor capacidade basal 
lipolítica no tecido PE em relação ao grupo C, enquanto o tratamento com 
melatonina associada à pioglitazona foi capaz de restaurar essa capacidade. 
Finalmente, os animais tratados com melatonina mostraram expressão gênica 

aumentada de IR, C/EBP e FAS, e o grupo MP mostraram expressão gênica 

aumentada de G6PDH e C/EBP. Em conclusão, o tratamento com melatonina foi 
capaz de atenuar as anormalidades metabólicas neste modelo de diabetes, 
incluindo a resistência à insulina, e promoveu um controle glicêmico a longo prazo. 
 
Palavras-chaves: Diabetes. Melatonina. Tecido Adiposo. 
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ABSTRACT 
 

Oliveira, AC. Melatonin treatment and its association with pioglitazone improves 
metabolic response in subcutaneous, periepididymal and retroperitoneal adipose 
tissue in diabetic rats. [Thesis (PhD in Human Physiology)]. Institute of Biomedical 
Sciences, University of São Paulo, 2012. 
 
Diabetes mellitus is a disease resulting from low insulin sensibility or pancreatic 
beta-cell insufficiency or the association of the two factors. Rats with streptozotocin-
induced diabetes during the neonatal period by the fifth day of age develop the 
classic diabetic picture of hyperglycemia, hypoinsulinemia, polyuria, polydipsia 
aggravated by insulin resistance in adulthood. In this study, we investigated whether 
the effect of long-term treatment with melatonin and its association with pioglitazone 
can improve insulin resistance and other metabolic disorders in these animals. After 
weaning, the animals were divided into the following groups: control group (C) – 
healthy control animals, diabetic group (D) - diabetic animals without additional 
treatment, melatonin group (M) - diabetic rats treated with melatonin (1mg/kg); 
melatonin plus pioglitazone group (MP) - diabetic rats treated with melatonin 
(1mg/kg) and pioglitazone (5mg/kg). When adults (12th week of age) animals were 
then sacrificed and the subcutaneous (SC), epididymal (EP) and retroperitoneal (RP) 
fat pads were excised, weighed and processed for adipocyte isolation for assessing 
glucose uptake, oxidation and incorporation into lipids. Blood samples were collected 
for biochemical assays. Melatonin treatment, associated or not with pioglitazone, 
reduced hyperglycemia, polydipsia, and polyphagia as well as improved insulin 
resistance as demonstrated by KITT and HOMAir. However, melatonin treatment was 
unable to recover body weight deficiency, fat mass and adipocyte size of diabetic 
animals. Adiponectin and fructosamine levels were completely recovered by 
melatonin treatment, associated or not with pioglitazone, while neither plasma insulin 
level nor insulin secretion capacity were improved in diabetic animals. Furthermore, 
melatonin caused a marked delay in the sexual development leaving genital 
structures smaller than those of non-treated diabetic animals. Melatonin treatment, 
associated or not with pioglitazone, improved the adipocyte responsiveness to 
insulin in diabetic animals as shown in glucose uptake (SC, EP and RP), glucose 
oxidation and incorporation of glucose into lipids (EP and RP) tests, an effect that 
seemed to be partially related to an increased expression of insulin receptor 
substrate 1 (IRS1), acetyl-coenzyme-A carboxylase (ACC) and fatty acid synthase 
(FAS). Animals from group D showed a lower basal lipolytic capacity in tissue PE 
compared to group C, while treatment with melatonin associated with pioglitazone 
was able to restore this capability. Finally, animals treated with melatonin showed 

increased gene expression of IR, C/EBP and FAS, and group MP showed 

increased gene expression of G6PDH and C/EBP. In conclusion, melatonin 
treatment was capable of ameliorating the metabolic abnormalities in this particular 
diabetes model, including insulin resistance and promoting a better long-term 
glycemic control. 
 
Keywords: Diabetes. Melatonin. Adipose Tissue. 
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1 INTRODUÇÃO 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença complexa e de origem multifatorial 

associada à elevada taxa de mortalidade, morbidade e perda na qualidade de vida, 

em decorrência de suas complicações que afetam diversos órgãos e sistemas do 

organismo. Um estudo realizado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) 

demonstrou que 30 a 45% dos diabéticos apresentam retinopatia, 10 a 20% 

desenvolvem nefropatia, 20 a 35% desenvolvem neuropatia e 10 a 25% são 

portadores de doenças cardiovasculares, a principal causa de morte entre os 

diabéticos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 1997).  

A incidência de Diabetes Mellitus vem aumentando dramaticamente nas 

últimas duas décadas, atingindo proporções epidêmicas em países industrializados 

e em desenvolvimento. Em 1985, 30 milhões de diabéticos foram diagnosticados no 

mundo todo. Em 10 anos, esse número aumentou para 135 milhões (representando 

cerca de 3% da população mundial) e projeções indicam que a incidência de 

diabetes irá aumentar em 42%, atingindo, assim, 300 milhões de pessoas em 2025 

(Winer, Sowers, 2004). Desta forma, é considerada como uma doença com 

consequências devastadoras para a economia e, portanto, uma das principais 

ameaças para a saúde pública no século 21. 

O diabetes está estreitamente relacionado com doenças micro e 

macrovasculares, sugerindo, assim, uma via fisiológica comum que envolve 

resistência à insulina e fatores de risco convencionais, como hipertensão e 

dislipidemias. De fato, a resistência periférica à ação da insulina está associada a 

um grupo de fatores de risco para doenças cardiovasculares, denominado de 

síndrome metabólica. As principais características dessa síndrome incluem: 

obesidade central (visceral), dislipidemias (caracterizadas pela 

hipertriacilglicerolemia, reduzidos níveis de HDL-colesterol e elevados níveis de 

LDLcolesterol), hiperglicemia e hipertensão arterial (Mcfarlane, 2001).  

O padrão de distribuição da gordura corporal também apresenta forte 

correlação com o DM, onde a adiposidade visceral, mesmo na ausência de 

obesidade clínica, é considerada como um importante indicador da presença de 

resistência à insulina e hiperinsulinemia (Matsuzawa et al., 1992). Alguns trabalhos 

demonstraram que indivíduos que desenvolveram diabetes já apresentavam 

adiposidade visceral acima do normal e outros tiveram aumento dela 
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acompanhando o desenvolvimento da doença (Bergström et al., 1990; Chen et al., 

1995; Fujimoto, 2000). 

Embora exista essa forte correlação entre obesidade e resistência à insulina, 

outros trabalhos demonstraram que a falta de tecido adiposo também pode 

desencadear sérias complicações metabólicas. As lipodistrofias representam um 

grupo heterogêneo de desordens do tecido adiposo caracterizadas pela falta 

seletiva de gordura em várias partes do corpo (Foster, 1998). A ausência/perda de 

gordura pode variar desde depressões subcutâneas bem marcadas (lipodistrofias 

localizadas) até extensas e espalhadas, com ausência quase completa de gordura 

corporal (lipodistrofia generalizada). Este último tipo de lipodistrofia também tem seu 

quadro agravado pela presença de severa resistência à insulina, 

hipertriacilglicerolemia, DM em idade precoce e fígado gorduroso (esteatose 

hepática não alcoólica) decorrentes da ausência de tecido adiposo (Garg, 2011). 

Na última década, um grande número de trabalhos vem demonstrando que o 

papel fisiológico do tecido adiposo não se restringe apenas ao balanço energético, 

isolamento térmico e proteção contra choques mecânicos, mas também um papel 

endócrino importante. A descoberta de que o tecido adiposo secreta diversos 

fatores e de suas relações diretas e indiretas em processos que contribuem na 

aterosclerose, hipertensão arterial, resistência à insulina e DM demonstram uma 

relação íntima entre adiposidade, síndrome metabólica e doenças cardiovasculares, 

assim como o papel endócrino do tecido adiposo modulando o comportamento 

funcional do próprio tecido e de outros, criando mecanismos de feedback entre eles 

(Hermsdorff,Monteiro, 2004). 

A função secretora é uma importante característica do tecido adiposo. A 

identificação da leptina em 1994 (Zhang et al., 1994) levou ao reconhecimento geral 

do tecido adiposo como possuidor de uma importante função endócrina, 

sintetizando e secretando proteínas com atividades biológicas. Essas proteínas 

foram denominadas inicialmente de “adipocitocinas” em 1999 (Funahashi et al., 

1999) e atualmente são conhecidas por adipocinas, secretadas não somente pelos 

adipócitos, mas também por outras células do estroma vascular (Funahashi et al., 

1999; Frayn et al., 2003). Uma grande quantidade dessas proteínas foram e ainda 

são atualmente identificadas e suas origens atribuídas ao tecido adiposo. A função 

endócrina do tecido adiposo é bem ilustrada pela secreção de leptina e 

adiponectina, ambas possuindo um importante impacto no metabolismo energético. 
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A leptina é um hormônio com 16 kD secretado principalmente pelo tecido 

adiposo que regula crescimento, metabolismo e comportamento (Barb et al., 2001; 

Trayhurn, 2005). Possui ação sobre o hipotálamo, modulando o peso corporal, a 

ingestão de alimentos e o estoque de lipídios (Lord et al., 1998; Friedman, Halaas, 

1998 Friedman, 2002). Existe uma correlação linear positiva (r = 0,8) entre os níveis 

plasmáticos de leptina e adiposidade corporal (Lonnqvist et al., 1997) e a secreção 

de leptina pode ser 7 vezes maior em indivíduos obesos quando comparados com 

indivíduos magros (Fried et al., 2000). Outros tecidos também expressam leptina, 

como a placenta (Hassink et al., 1997; Masuzaki et al., 1997), mucosa do fundo 

gástrico (Bado et al., 1998; Sobhani et al., 2000), músculo esquelético (Wang et al., 

1998) e células do epitélio mamário (Smith-Kirwin et al., 1998).  

A leptina possui ação em diversos tecidos periféricos via ligação com seu 

receptor Ob-R que é um membro da família do receptor para interleunina-6 da 

classe 1 dos receptores de citocinas (Tartaglia et al., 1995). A isoforma longa do 

receptor de leptina Ob-Rb ou ObR-L é encontrada no cérebro, mais especificamente 

em áreas que controlam a ingestão alimentar no hipotálamo (Tartaglia, 1997), mas 

também é encontrada em vários tecidos periféricos, incluindo o tecido adiposo 

(Gallardo et al., 2005), placenta (Bodner et al. 1999), medula adrenal (Cao et al., 

1997), fígado (Briscoe et al., 2001), célula beta pancreática (Emilsson et al., 1997), 

pulmão (Tsuchiya et al., 1999), células intestinais (Morton et al. 1998), células 

mononucleares sanguíneas (Sanchez-Margalet, Martin-Romero, 2001), condrócitos 

articulares (Figenschau et al., 2001), coração (McGaffin et al., 2008) e músculo 

esquelético (Guerra et al., 2007). Além da isoforma longa, o gene do Ob-R codifica 

mais 4 isoformas curtas (short spliced form) do receptor de leptina: Ob-Ra, Ob-Rc, 

Ob-Rd e Ob-Re que estão presentes em concentração relativamente baixa no 

hipotálamo, microvasos, plexo coroide do cérebro bem como em todos os tecidos 

periféricos (Tartaglia et al., 1995; Tartaglia, 1997; Chen et al., 1996; Lee et al., 

1996). 

No hipotálamo a leptina age informando o estado da reserva energética 

(Frederich et al., 1995) através da supressão da atividade da AMP-activated protein 

kinase (AMPK) no hipotálamo medial exercendo efeito anoréxico e de perda de 

peso (Minokoshi et al., 2004). Essa inibição da AMPK ativa a acetil coenzima-A 

carboxilase (ACC) no núcleo arqueado e paraventricular do hipotálamo (Gao et al., 



21 

 

2007). Essa ativação da ACC leva a um aumento nos níveis de malonil-CoA, 

especialmente no núcleo arqueado, e um aumento nos níveis de Palmitoil-CoA, 

especialmente no núcleo paraventricular, o que promove uma redução nos peptídios 

orexigênicos neuropeptídio Y (NPY) e Agouti-related protein (AgRP), levando uma 

redução na ingestão de alimentos (Gao et al., 2007). Além disso, a infusão de 

leptina no hipotálamo mediobasal de ratos inibe a sintese de lipídios no tecido 

adiposo branco (TAB) (Buettner et al., 2008) e a injeção no terceiro ventrículo 

cerebral aumenta a expressão gênica de lípase hormônio sensível (HSL) no TAB 

(Tajima et al., 2005). 

O efeito da leptina sobre o metabolismo não se limita ao hipotálamo, mas 

também a outros tecidos que expressam o receptor de leptina (Tartaglia et al., 

1995). A leptina age diretamente no músculo esquelético aumentando a oxidação de 

ácidos graxos via ativação de AMPK (Muoio et al., 1997; Minokoshi et al., 2002). 

Além disso, foi descrito na literatura que altos níveis plasmáticos de leptina em 

obesos estão relacionados com resistência à insulina (Segal et al., 1996). Foi 

demonstrado também que a leptina diminui a sensibilidade à insulina em adipócitos 

isolados (Müller et al., 1997; Walder et al., 1997) e inibe a secreção de insulina pela 

célula beta pancreática (Kieffer et al., 1997). Além dos seus efeitos metabólicos, a 

leptina tem se destacado pelo seu papel importante na modulação do sistema 

imunológico (Schaffler et al., 2007; Schaffler et al., 2006; Batra et al., 2007). 

Uma diminuição da sinalização ou da função do receptor de leptina promove 

aumento da ingestão de energia e diminui o gasto energético (Friedman et al., 1998) 

e a deficiência de leptina causa obesidade severa, hipogonadismo, hiperinsulinemia, 

hiperfagia e deficiência imunológica mediada por linfócitos T (Farooqi et al., 2002; 

Strobel et al., 1998), que pode ser tratada com a sua reposição hormonal (Paz-Filho 

et al. 2011). Níveis elevados de leptina em pacientes obesos não promovem 

supressão do apetite devido à resistência à leptina por um defeito na sinalização do 

seu receptor, bloqueio à jusante em circuitos neuronais e defeitos no transporte de 

leptina através da barreira hematoencefálica (Flier, 2004). 

 A adiponectina foi descoberta na década de 1990 por 4 grupos 

independentes, quando foi originalmente chamada de Acrp30 (Scherer et  al., 1995), 

AdipoQ (Hu et al., 1996), apM1 (Maeda et al. 1996) e GBP28 (Nakano et al. 1996). 

Até pouco tempo atrás, acreditava-se que ela era secretada exclusivamente pelo 

tecido adiposo, porém já foi demonstrado que a adiponectina é produzida e 
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secretada por cardiomiócitos murinos e humanos (Pineiro et al. 2005), músculo 

esquelético de humanos (Punyadeera et al., 2005) e de camundongos (Krause et 

al., 2008), porém ela é predominantemente secretada pelo tecido adiposo, sendo a 

mais abundante das adipocinas.  

A sua concentração plasmática é inversamente proporcional ao índice de 

massa corporal (IMC) e à adiposidade visceral (Bajaj, Ben-Yehuda, 2006; Arita et 

al., 1999), e pode ser encontrada na circulação na forma de multímeros: trimero de 

baixo peso molecular (LMW), hexâmero de peso molecular médio (MMW) e 

multímeros de alto peso molecular (HMW) (12 a 18 multímeros) (Pajvani et al. 

2003). O multímero HMW parece ser a forma ativa, uma vez que a sua 

concentração plasmática está relacionada com sensibilidade à insulina (Lara-Castro 

et al., 2006) e falhas na multimerização em humanos estão relacionadas com 

diabetes mellitus do tipo 2 (Waki et al., 2003). 

Foram descritos dois tipos de receptores para adiponectina, AdipoR1 e 

AdipoR2. O AdipoR1 é abundantemente expresso em músculo esquelético de ratos 

(Punyadeera et al., 2005), mas também o é em células endoteliais (Motoshima et 

al., 2004), em cardiomiócitos (Pineiro et al., 2005) e em células β pancreáticas 

(Kharroubi et al., 2003). O AdipoR2 é predominantemente expresso no fígado 

(Yamauchi et al., 2003), mas também em células endoteliais (Tan et al., 2004). As 

duas formas também estão presentes em macrófagos e monócitos de humanos 

(Chinetti et al., 2004) e recentemente foi demonstrado que ambos também são 

expressos no hipotálamo (no núcleo paraventricular), indicando que a adiponectina 

exerce papel específico no cérebro (Kos et al., 2007). A via de sinalização 

intracelular ativada depende do tipo de receptor, sendo predominante a fosforilação 

de AMPK para o AdipoR1, ao passo que o AdipoR2 está envolvido na ativação de 

peroxissome proliferator-activated receptor-alpha (PPARα) (Yamauchi et al., 2003; 

Lee et al., 2008; Yamauchi et al., 2007) 

Diversos efeitos da adiponectina têm sido descritos na literatura científica, 

dentre eles: efeito anti-inflamatório (Yokota et al., 2003; Wolf et al., 2004; Wulster-

Radcliffe et al., 2004; Neumeier et al., 2006; Ajuwon, Spurlock, 2005; Kobashi et al., 

2005) e efeito sensibilizador de insulina (Weyer et al., 2001; Hotta et al., 2000; 

Spranger et al., 2003; Hara et al., 2006; Waki et al., 2003). Outros efeitos 

importantes já descritos incluem: redução da atividade do nervo simpático renal e da 

pressão arterial em ratos, podendo esta ação ser mediada pelo núcleo 
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supraquiasmático hipotalâmico (Tanida et al., 2007), efeito antiaterogênico 

(Fasshauer et al. 2004) (a hipoadiponectinemia está associada com um perfil lipídico 

que favorece a aterosclerose, Okada et al., 2006), atividade hepatoprotetora, 

prevenindo o desenvolvimento de esteatose induzida por álcool em camundongos 

ob/ob (Xu et al. 2003, Masaki et al. 2004). Níveis plasmáticos de adiponectina 

reduzidos foram observados em pacientes com hepatite crônica (Durante-Mangoni 

et al., 2006); possui ação no hipotálamo, estando envolvida no controle do 

comportamento alimentar e no gasto energético (Qi et al., 2004; Kubota et al., 2007; 

Hoyda et al., 2007). Além desses, outros efeito foram descritos: redução do risco de 

doença cardiovascular (Shibata et al. 2004, Liao et al. 2005); inibição da 

tumorigênese (Pischon et al., 2008; Brakenhielm et al., 2004; Korner et al., 2007; 

Wang et al., 2006); aumento da produção de IL-8 em condrócitos de humanos 

(Gómez et al., 2011). Dessa forma, é importante ressaltar que a adiponectina é uma 

opção terapêutica promissora para doenças relacionadas à obesidade (Brochu-

Gaudreau et al., 2010). 

O tecido adiposo de indivíduos obesos apresenta certa de 50% a mais de 

macrófagos quando comparados com indivíduos estróficos (Weisberg et al., 2003). 

Nesse sentido, pesquisadores destacam maior expressão de TNF- em adipócitos 

hipertrofiados e na condição de diabetes tipo 2 (Hotamisligil et al, 1993). Além disso, 

o TNF- compromete a fosforilação em tirosina do substrato do receptor de insulina-

1 no músculo esquelético e no tecido adiposo, favorecendo ainda mais o quadro de 

resistência à insulina (Hotamisligil et al, 1994). Essas evidências suportam as 

funções do TNF- como uma citocina pró-inflamatória que tem um papel 

fundamental na resistência à insulina relacionada à obesidade. As concentrações de 

TNF- estão aumentadas no tecido adiposo e no plasma de indivíduos obesos, e 

uma redução do peso corporal nesses indivíduos está associada com uma 

diminuição de sua expressão (Kern et al, 1995; Ziccardi et al, 2002). Por outro lado, 

a supressão do TNF- ou de seus receptores esta associada com melhores 

respostas na sensibilidade à insulina e tolerancia à glicose em roedores obesos 

(Uysal et al., 1997), mas não em todos os estudos (Schreyer et al., 1998). 

Alguns estudos mostram clara relação entre altas concentrações de IL-6 e a 

presença de resistência à insulina ou à DM2 (Pickup et al., 1997; Pradhan et al., 

2001; Fernandez-Real et al., 2001). Por outro lado, estudos mostram que altas 
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concentrações de IL-6 e aumento da massa adiposa não são fatores de riscos 

independentes para o desenvolvimento da resistência à insulina, por causa da 

quantitativa secreção de IL-6 a partir do TAB (Carey et al., 2004; Kopp et al., 2003; 

Corpeleijn et al., 2005). Um aspecto relevante a ser destacado refere-se à gordura 

visceral, que pode secretar altas quantidades de IL-6, sendo este efeito um forte 

preditor de diabetes quando comparado com a gordura corporal total (Ohlson et al., 

1985; Sepulveda-Lavados et al., 1996). 

1.1 Melatonina e Diabetes Mellitus 

 A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é o principal produto de secreção 

da glândula pineal, sendo sua produção feita de maneira rítmica e inibida pela luz, 

ocorrendo, portanto, no ciclo escuro, e o tempo de duração de sua secreção é 

proporcional ao tempo de escuridão (Armstrong, 1989; Cipolla-Neto; Afeche, 1992; 

Cagnacci, 1996). A ritmicidade circadiana de sua síntese é dependente de uma via 

neural que se inicia por neurônios da retina, que, através de projeções diretas da via 

retino-hipotalâmica (VRH), enviam as informações de luminosidade ambiental para 

o núcleo supraquiasmático hipotalâmico (NSQ) (Speh et al., 1993). Os NSQs 

enviam projeções para os núcleos paraventriculares hipotalâmicos (NPV) que 

apresentam projeções diretas ou indiretas aos neurônios pré-ganglionares 

simpáticos da medula espinhal da coluna intermédio-lateral (CIL), na região torácica, 

que, por sua vez, enviam seus axônios aos gânglios cervicais superiores (GCS), os 

quais, pelos ramos carotídeos internos e nervos coronários (NC), projetam-se até a 

pineal (Cipolla-Neto; Afeche, 1999). Durante o período escuro, o circuito neural 

acima descrito é acionado, promovendo a liberação de noradrenalina pelos 

terminais simpáticos que inervam a glândula pineal.  

Uma vez liberada, a norepinefrina age estimulando simultaneamente os 

receptores 1 e 1 adrenérgicos nos pinealócitos, desencadeando uma cascata de 

sinalização que promove a ativação de uma enzima passo-limitante da síntese de 

melatonina, a arilalquilamina N-acetiltransferase (AANAT) (Klein et al., 1971, 1992)  

A melatonina é sintetizada a partir do aminoácido triptofano que é captado da 

circulação e transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) através da ação da enzima 

triptofano hidroxilase 1 (TPH1), cuja atividade está aumentada em duas vezes no 

período escuro. O 5-HTP é descarboxilado pela enzima 5-HTP descarboxilase 
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gerando a serotonina, que é metabolizada durante o período escuro à N-

acetilserotonina (NAS) pela ação da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-

NAT). Posteriormente a NAS é utilizada como substrato para a enzima hidroxi-indol-

O-metiltransferase (HIONT), sendo o produto final a melatonina (Sugden, 1989; 

Klein et al., 1992; Simonneaux e Ribelayga, 2003). 

 Além da glândula pineal, outros tecidos ou células também possuem a 

capacidade de produzir melatonina, tais como, retina (Gern, Ralph, 1979), pâncreas 

e trato gastrointestinal (Bubenik, 2002; 2008), placenta humana (Lanoix et al., 2008), 

medula óssea de ratos (Tan et al., 1999), linfócitos humanos (Carrillo-Vico et al., 

2004), macrófagos de ratos (Martins et al., 2004). 

 A melatonina exerce seus efeitos biológicos por interação com receptores de 

membrana e intracelulares. São conhecidos três subtipos de receptores de 

membrana para melatonina MT1, MT2 e MT3 (Dubocovich et al., 1999). A interação 

da melatonina com esses receptores de membrana desencadeia vias de 

sinalizações diferentes dependendo do tecido alvo. Por exemplo, em células   

pancreáticas, a ligação com receptores MT1 leva à ativação de proteína G inibitória 

(Gi), resultando na redução da atividade da adenil-ciclase e queda da geração de 

adenosina monofosfato cíclico (AMPc) e diminui a secreção de insulina (Peschke et 

al. 2000). No entanto, a ligação com receptores MT2 inibe a via da guanosina 

monofosfato cíclico (GMPc), que também inibe a secreção de insulina (Peschke, 

2008; Stumpf et al., 2008). Em contrapartida, através de uma terceira via de 

sinalização que envolve proteína Gq, fosfolipase C e inositol trifosfato (IP3) e 

consequente mobilização dos estoques intracelulares de cálcio, leva a um aumento 

da liberação de insulina (Bach et al., 2005; Peschke, Bach, Muhlbauer, 2006).  

 Nosjean et al. (2000) demonstraram que os receptores MT3, isolados de 

hamsters sírios, são na verdade uma enzima quinona redutase 2 sensível à 

melatonina. 

Alguns autores demonstraram a ligação de melatonina a receptores 

nucleares RZR/ROR (receptor Z para retinoide/receptor órfão para retinoide) em 

células mononucleares sanguíneas de humano (Garcia-Maurino et al., 1998; 

Lardone et al., 2006), em cérebro (Caballero et al., 2008) e órgãos periféricos de 

camundongos (Naji et al. 2004). Um dos efeitos mais estudados, que independem 
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de interação com receptores, é a ação antioxidante (Reiter et al., 2002; Zhang et al., 

2004; Tan et al., 2007). 

 Devido ao seu efeito sobre a secreção pancreática de insulina e a sua 

capacidade antioxidante, diversos autores têm se interessado em estudar a 

correlação entre melatonina, diabetes e resistência à insulina em diversos modelos 

experimentais. Alguns desses estudos focalizam o efeito protetor da melatonina nas 

células  pancreáticas de roedores contra o dano induzido por estreptozotocina 

(STZ) e o subsequente desenvolvimento de diabetes tipo 1 (Montilla et al., 1998; 

Andersson, Sandler, 2001; Aksoy et al., 2003; Anwar, Meki, 2003; Yavuz et al., 

2003). Entretanto, uma grande quantidade de trabalhos investigou o efeito protetor 

da melatonina contra o estresse oxidativo ocasionado pelo quadro de hiperglicemia 

característica dos modelos experimentais de diabetes (Montilla et al., 1998, Sharma, 

Briyal, Gupta, 2005; Kurcer et al., 2007; Baydas et al., 2004; Armagan et al. 2006; 

Sudnikovich et al., 2007), de tal forma que a terapia adjuvante com melatonina tem 

alguns benefícios no controle das complicações diabéticas, que incluem desordem 

neurodegenerativa (Sharma, Briyal, Gupta, 2005), nefropatias (Kurcer et al., 2007), 

peroxidação lipídica elevada em testículos (Armagan et al. 2006) e complicações 

vasculares (Reyes-Toso et al., 2002; Sudnikovich et al., 2007). Embora a maioria 

desses estudos com melatonina e diabetes experimental tenha tratado os animais 

com melatonina, não existe um consenso na literatura a respeito dos efeitos do 

diabetes sobre a produção e secreção de melatonina na condição de diabetes 

induzida por STZ.   

 Alguns trabalhos demonstram que a melatonina exerce um papel no ritmo 

circadiano da glicemia, no gasto energético, na regulação da massa corporal e 

sobre a secreção e ação periférica da insulina (Margraf, Lynch, 1993; Lima et al., 

1994, 1998; La Fleur et al., 1999, 2001; Picinato et al., 2002). 

 Em ratos com 10 meses de idade (maduros), a administração noturna de 

melatonina impede o aumento da adiposidade e queda dos níveis de insulina e 

leptina característicos do envelhecimento, sem alterar a redução na secreção de 

testosterona, T3 e IGF1 plasmático (Rasmussen et al., 1999). Quando administrada 

por um período prolongado de 12 semanas, reduz o peso corporal e os níveis de 

insulina e leptina sem alterar a quantidade de alimento ingerido (Wolden-Hanson et 

al., 2000; Rasmussen et al., 2001). 
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1.2 Diabetes experimental, tecido adiposo e melatonina 

Obesidade e resistência à insulina estão altamente relacionadas com 

distúrbios metabólicos. Tanto o excesso como a redução do tecido adiposo pode 

levar a severa resistência à insulina e diabetes (Seip, Trygstad, 1996). O tecido 

adiposo exerce um importante papel na homeostasia energética, secreção de 

hormônios e outras proteínas que afetam a sensibilidade à insulina, apetite, balanço 

energético e o metabolismo dos lipídios. Em alguns casos, a restauração da massa 

do tecido adiposo resulta em melhora da resistência à insulina (Gavrilova et al., 

2000). Foi estabelecido que a excitação dos receptores ativados por proliferadores 

de peroxissoma do tipo gama (PPAR), o ganho de peso ou perda de peso regulam 

a expressão de vários genes envolvidos no metabolismo dos ácidos graxos e na 

patogênese da resistência à insulina (Guo, Tabrizchi, 2006). As tiazolidinedionas 

são um grupo de drogas que têm como característica aumentar a sensibilidade à 

insulina. As três drogas pertencentes a este grupo (pioglitazona, rosiglitazona e 

troglitazona), potentes e altamente seletivas para o PPAR, já foram utilizadas em 

larga escala na prática clínica no controle glicêmico de pacientes com diabetes tipo 

2 (DREAM, 2006). O PPAR é um receptor nuclear que é altamente expressado no 

tecido adiposo e é um ativador dominante da diferenciação de adipócitos (Brun et 

al., 1997). Um recente trabalho realizado por Takada e colaboradores, 2008 

demonstrou que o tratamento com insulina e pioglitazona reduziu a hiperglicemia, 

polidipsia e a polifagia em animais diabéticos induzido por STZ no período neonatal. 

A pioglitazona também foi capaz de melhorar a sensibilidade à insulina, além de 

recuperar a massa adiposa e os níveis plasmáticos de insulina, indicando que não 

somente os baixos níveis de insulina, mas a carência de tecido adiposo pode 

exercer um significante papel na patofisiologia desse modelo em particular.  

Uma grande quantidade de hormônios regulam o desenvolvimento, 

diferenciação e função do tecido adiposo, promovendo catabolismos (como as 

catecolaminas) ou anabolismo (como a insulina). Outros exercem um efeito 

permissivo, como por exemplo os glicocorticoides e outros, como os hormônios 

tireoidianos. São importantes nas primeiras etapas da embriogênese do tecido 

adiposo. Além desses hormônios, outras moléculas também agem sobre o tecido 

adiposo como, por exemplo, o TNF-, a IL-6 e a melatonina, dentre outros 

(Fonseca-Alaniz et al., 2006). 
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Em seres humanos e ratos, já foi sugerida uma relação entre a glândula 

pineal e o metabolismo energético há muito tempo (Alcozer et al., 1956; Diaz, 

Blasquez, 1986; Milcu et al., 1971). Entretanto, uma relação funcional entre a 

glândula pineal e o tecido adiposo se tornou mais evidente após estudos pioneiros 

com adipócitos isolados de tecido adiposo branco incubados com a melatonina, 

mostrando que esse hormônio aumenta a sensibilidade à insulina, medida através 

de testes de captação de glicose (Lima et al., 1994), e que a pinealectomia leva ao 

desenvolvimento de resistência à insulina, com redução do conteúdo e da 

expressão gênica de GLUT4 nesse tecido (Lima et al., 1998). 

Alonso-Vale e colaboradores (2004) demonstraram que a pinealectomia 

acentuou a resistência insulínica ao longo do jejum, ao mesmo tempo em que 

reduziu a atividade anabólica de adipócitos determinada por testes biológicos in 

vitro, isto é, intensificou a oxidação de glicose e reduziu a síntese de lipídios 

(Alonso-Vale et al., 2004). 

 Em adipócitos isolados, a melatonina exerceu agudamente (6 horas de 

incubação) um efeito permissivo, fundamental para a ação da insulina sobre a 

expressão gênica de leptina, uma adipocina produzida pelo tecido adiposo branco e 

esse efeito da melatonina sobre a síntese e secreção da leptina se dá por sua ação 

em receptores do subtipo MT1 (Alonso-Vale et al., 2005). Esses dados revelam uma 

participação importante da melatonina sobre a regulação de expressão gênica de 

leptina, bem como o seu papel modulador sobre a ação de outros hormônios. 

 Em outro estudo, em adipócitos isolados, a melatonina aumentou o grau de 

fosforilação em tirosina de IR em resposta à insulina, sem modificar o seu 

conteúdo proteico total. Esse efeito parece ser transmitido através da cascata 

intracelular da insulina, já que um aumento de fosforilação em serina da proteína 

AKT também foi evidenciado (Alonso-Vale et al., 2005). A habilidade da melatonina 

em ativar a sinalização da insulina (envolvendo a ativação de IR e do substrato do 

receptor de insulina 1 [IRS1]) também foi demonstrada em hipotálamo de ratos 

(Anhê et al., 2004). 

 Desse modo, a resposta à insulina é modulada pela melatonina, e essa 

interação não está limitada aos aspectos metabólicos, mas abrange outras funções 

do adipócito, interferindo com a sua habilidade de funcionar como um órgão 

endócrino. Para o esclarecimento do mecanismo básico desse sinergismo 
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melatonina/insulina, principalmente no tecido adiposo, são necessárias ainda mais 

investigações. 

 Tendo em vista as evidências expostas acima, é relevante investigar o efeito 

do tratamento de animais diabéticos com melatonina associada ou não com 

pioglitazona sobre o quadro metabólico desses animais e qual a repercussão 

desses tratamentos sobre o metabolismo do tecido adiposo, dando ênfase na 

resposta à insulina. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

 O objetivo do presente trabalho é verificar se o tratamento oral crônico com 

melatonia, iniciado logo após o desmame, com ou sem associação com a 

pioglitazona, é capaz de recuperar os parâmetros metabólicos, a massa adiposa e a 

capacidade metabólica do tecido adiposo de animais diabéticos, bem como o efeito 

sobre a capacidade secretora de insulina pelas células  pancreáticas. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Verificar os efeitos dos tratamentos sobre os parâmetros metabólicos, tais 

como evolução do peso corporal, glicemia semanal, consumo alimentar e 

hídrico, tolerância à glicose e sensibilidade à insulina de animais diabéticos in 

vivo; 

 Avaliar o efeito do tratamento sobre a concentração plasmática de 

adiponectina, glicose, frutosamina, insulina, leptina e testosterona dos ratos 

em jejum; 

 Avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a massa adiposa, o tamanho dos 

adipócitos e a capacidade metabólica de adipócitos isolados dos tecidos 

adiposos subcutâneo, periepididimal e retroperitoneal; 

 Avaliar a capacidade secretora de insulina pelas ilhotas pancreáticas dos 

animais diabéticos com e sem tratamento; 

 Obsevar as alterações na maturação sexual dos animais diabéticos e os 

efeitos dos tratamentos sobre essas alterações; 

 Analisar as alterações produzidas pelo diabetes e pelo tratamento na 

expressão proteica e gênica de proteínas envolvidas na via de sinalização da 

insulina e no processo de lipogênese e lipólise. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais  

 

Todos os procedimentos experimentais realizados estão de acordo com os 

Princípios Éticos na Experimentação Animal e foram aprovados pela Comissão de 

Ética em Experimentação Animal (CEEA) do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo.   

Foram utilizados ratos Wistar machos obtidos a partir do cruzamento 

monitorado do tipo “harém” (duas fêmeas e um macho) em biotério de 

experimentação do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo, com o objetivo de se identificar o dia 

exato do nascimento do animal. Os animais utilizados para o cruzamento foram 

fornecidos pelo Biotério Central do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo. As fêmeas grávidas foram transferidas para caixas individuais e 

assim permaneceram com sua ninhada até o período de desmame (21 dias após o 

nascimento). Os ratos foram mantidos nesse biotério de experimentação em caixas 

coletivas (46 x 24 x 20 cm, com 3-4 animais/caixa), sob condições de temperatura 

ambiental controlada de 25 ºC, período de iluminação claro/escuro de 12/12 horas 

(período claro iniciado às 6h) e exaustão de amônia controlada. Os animais 

receberam ração balanceada padrão (Nuvital®) e água ‘ad libitum’. 

3.2 Desenho experimental 

  

A indução do DM foi realizada através da injeção intraperitoneal (dose única) 

de STZ (120 mg/kg de p.c.) no 5º dia de vida dos animais, com um jejum prévio de 8 

horas (mediante separação das mães). A droga foi preparada com tampão citrato 

(citrato de sódio dissolvido em solução salina 0,9%, 10 mM, pH 4,5). Esses animais 

retornaram para junto das mães, permanecendo com elas até o período para o 

desmame (21 dias) e foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais (com o 

n de 6 a 7 animais cada): grupo controle (C), animais não diabéticos que receberam 

apenas veículo (citrato) no 5º dia de vida e permaneceram sem nenhum tratamento 

adicional; grupo diabético (D), animais diabéticos que não receberam nenhum 

tratamento adicional; grupo melatonina (M), animais diabéticos que foram tratados 
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com melatonina (1mg/kg/dia, dissolvido em etanol 0,04% na água de beber durante 

o período escuro) desde o desmame até a 12ª semana de vida e grupo MP, animais 

diabéticos que receberam tratamento com melatonina (1mg/kg) associado com 

pioglitazona (5mg/kg, v.o. em “bolus” por gavagem, às 18h) desde o desmame até a 

12ª semana de vida. As garrafas contendo melatonina foram preparadas 

diariamente e a concentração de melatonina foi ajustada de acordo com o peso 

corporal e o consumo de água dos animais duas vezes por semana. A dose de 

pioglitazona utilizada neste estudo foi definida baseada em estudos prévios (Takada 

et al., 2008).  

3.3 Parâmetros de desenvolvimento corporal e maturação sexual 

  

O tratamento se estendeu da quarta à décima segunda semana de vida do 

animal e, na sua vigência, alguns parâmetros foram avaliados. A glicemia foi 

monitorada constantemente (2 vezes por semana) através da coleta de um pequeno 

volume de sangue pela cauda do animal pela manhã e sua determinação feita por 

glicosímetro (Lifescan, Scotland, UK). Com a mesma frequência foi medido o peso 

corporal e o consumo de água e ração.  

Além desse acompanhamento, a caracterização do desenvolvimento corporal 

e da maturação sexual também foi realizada através das medidas, no dia do 

sacrifício, do peso corporal e comprimento naso-anal (para cálculo do índice de Lee) 

e medidas do peso dos testículos, epidídimos, canais deferentes e vesículas 

seminais. 

O índice de Lee foi calculado com a seguinte fórmula: 

[peso (g)1/3 / comprimento naso-anal (cm)] x 100 

3.4 Teste oral de tolerância à glicose (G.T.T. Oral)  

 

Para a determinação da curva glicêmica após sobrecarga de glicose oral, os 

animais, na 10ª semana de vida, em jejum prévio de 12 horas, receberam uma dose 

de glicose (750 mg/kg p.c.) por gavagem. Realizou-se a medida da glicemia capilar 

caudal, através de glicosímetro (One Touch Ultra, Johnson & Johnson’s), nos 

seguintes tempos: 0 (pré-gavagem), 5, 15, 30, 60 e 90 minutos após a 

administração de glicose. A partir dos valores das curvas glicêmicas de cada animal, 



33 

 

foi calculada a área incremental sobre a curva (AUC) utilizando-se o software 

GraphPad Prism Versão 5.0 para windows. 

 

3.5 Teste intravenoso de tolerância à insulina (ITTiv) 

 

Na 10ª semana de vida, após jejum de 12 horas, foi injetada insulina regular 

(Novo Nordisk, Montes Claros, M.G., Brasil, 750 mU/kg p.c.) por via intravenosa na 

veia peniana. A glicemia foi determinada por meio de glicosímetro (One Touch 

Ultra Johnson & Johnson’s) em amostras de sangue retiradas da cauda nos 

tempos 0 (pré-injeção), 3, 6, 9, 12, 15, 20, 30 e 60 min após a administração de 

insulina. Os valores obtidos entre os tempos de 3 a 15 minutos foram usados para 

calcular a constante da taxa de desaparecimento da glicose plasmática (KITT), 

mediante análise da curva de decaimento (pelo programa GraphPad Prism versão 

5.0 para Windows) de acordo com método proposto por Bonora et al. (1989). 

 

3.6 Sacrifício dos animais e extração dos tecidos  

 

Os animais foram sacrificados na 12ª semana de vida, em jejum prévio de 12 

horas, sob anestesia (Tiopentax – 20mg/kg p.c.) às 8h por decapitação, à qual se 

seguiu a coleta de sangue do tronco em tubos sem anticoagulante para posterior 

análise da glicemia, insulinemia, leptinemia, adiponectinemia, testosteronemia e 

outras dosagens. O soro foi obtido mediante a centrifugação a 4°C a 849,5 g 

durante 20 minutos e armazenado a -80°C até a execução das dosagens. Foram 

coletados e pesados os tecidos adiposos brancos subcutâneo (SC), peri-epididimal 

(PE), retroperitoneal (RP) e os adipócitos isolados para realização de testes 

biológicos in vitro. Amostras dos 3 coxins adiposos foram armazenadas a -80ºC 

para posterior análise da expressão proteica por western blotting. O pâncreas 

também foi coletado para o isolamento das ilhotas com a finalidade de quantificar a 

capacidade secretora de insulina. As estruturas do sistema reprodutor (testículos, 

epidídimos, canais deferentes e vesículas seminais) também foram coletadas e 

pesadas.  
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3.7 Determinações bioquímicas e hormonais 

3.7.1 Determinação das concentrações séricas de glicose, frutosamina, triacilglicerol 

(TAG), ácidos graxos livres (AGL), colesterol total e HDL-colesterol  

 

As concentraçãos séricas de glucose, frutosamina, TAG, cholesterol total e 

AGL foram determinadas pelo método enzimático utilizando-se os seguintes kits 

comerciais.  Glicose (LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil): concentração mínima 

detectável de 2 mg/dL, e o coeficiente de variação interensaio (CV) de 1,6%. 

Frutosamina (Lab test MG, Brasil): concentração mínima detectável de 5 mol/L e 

CV interensaio < 2,5%. TAG (LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil): concentração 

mínima detectável de 3 mg/dL e CV interensaio < 2,0%. Colesterol total 

(LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil): concentração mínima detectável de 2 mg/dL e 

CV interensaio < 3.0%. AGL (Wako NEFA C test kit, ACS-ACOD Method; Wako 

Chemicals, Richmond, VA, USA): concentração mínima detectável de 0,0014 

mEq/L, e CV intraensaio < 2,7% e CV interensaio < 10%. As medidas foram 

realizadas em duplicatas em um volume de 50 L de amostra. HDL-colesterol foi 

determinado pelo método de precipitação (LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil).  

3.7.2 Determinação da concentração sérica de insulina, adiponectina, leptina e 

testosterona.  

As concentrações séricas de insulina, leptina e adiponectina foram 

determinadas usando kits de radioimunoensaio específicos para rato (Millipore 

Corporation, St Charles, MO, USA). Insulina: sensibilidade de 0,0329 ng/mL. O CV 

intraensaio  < 5,8%  e CV interensaio < 10.8%. O ensaio foi realizado em duplicara 

em 100 L de amostra. Leptina: sensibilidade de 0,639 ng/mL. CV intraensaio < 

4,6% e CV interensaio < 5,7%. O ensaio foi realizado em duplicara em 100 L de 

amostra. Adiponectina: sensibilidade de 1 ng/mL. CV intraensaio < 4,5% e CV 

interensaio < 8,3%. O ensaio foi realizado em duplicara em 100 L de amostra (o 

soro foi diluído na proporção de 1:1000). A concentração sérica de testosterona foi 

determinada usando o kit específico para testosterona (Coat-A-Count total 

testosterone radioimmunoassay kit - Siemens Healthcare Diagnostic Inc. Los 

Angeles, CA, USA). A sensibilidade desse kit é de 4 ng/mL e o CV interensaio < 

12%. O ensaio foi realizado em duplicara em 50 L de amostra.  
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A resistência à insulina foi calculada usando o índice HOMA como definido 

pela equação: HOMAir = (glicose em jejum mmol/L X insulina em jejum U/L)/22,5. 

A estimativa da função da célula  foi calculada usando o modelo do HOMA 1-% B 

definido pela equação: HOMA 1-% B = (insulina em jejum U/L x 20) / (glicemia em 

jejum mmol/L – 3,5) (Matthews et a., 1985). 

 

3.8 Isolamento dos adipócitos e análise morfométrica 

 

Os adipócitos foram isolados mediante a técnica de digestão de tecido por 

colagenase, descrita por Rodbell (1964), com algumas modificações para adaptar o 

método às nossas condições laboratoriais.  

Em resumo, os coxins adiposos SC, PE e RP foram retirados, picados com 

tesoura em finos fragmentos e incubados em 4,0 mL de tampão digestivo [DMEM, 

HEPES 25 mM, BSA 4 %, colagenase tipo II (Sigma Chemical, St. Louis, MO, 

Estados Unidos) 1,25 mg/mL, pH 7,45] por cerca de 30 minutos a 37 oC em banho-

maria com agitação orbital (150 rpm). Em seguida, a amostra foi filtrada em peneira 

plástica com malha fina (que retém restos teciduais e vasos não digeridos) e lavada 

por três vezes com 25 mL de tampão EHB (sais de EARLE, HEPES 25 mM, BSA 

1%, piruvato de sódio 1 mM, sem glicose, pH 7,45) mantido a 37 ºC. Para 

determinação do lipócrito (porcentagem de adipócitos contidos na suspensão celular 

total), aproximadamente 40 L da suspensão celular em tampão EHB foram 

colocados em capilar de vidro e submetidos à centrifugação (2000 rpm por 1 min). O 

volume total da suspensão corresponde a 100 % e o volume de adipócitos obtido 

após a centrifugação nos fornece o lipócrito da amostra.  

Para análise morfométrica, alíquotas de suspensão celular foram avaliadas 

em microscópio óptico (aumento de 100x) acoplado à câmera digital 1.3 MP 

(Moticam 1000 - MOTIC). Utilizou-se o programa Motic-Images Plus 2.0 para 

medição da área transversal celular, da qual se obteve o raio celular médio. Em 

cada preparação são medidas 100 células. A partir do diâmetro celular médio e 

admitindo-se que o adipócito isolado é esférico, o volume e o número de células são 

calculados de acordo com as seguintes fórmulas: 
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(a) V= [(/6) x D3]/1000,  (b) N= (lipócrito x 107)/ V 

Onde: 

D é o diâmetro médio de 100 adipócitos (m), N é o número de células e V é 

o volume médio (Di Girolamo; Mendlinger; Fertig, 1971). A divisão por 1000 em (a) 

visa expressar o volume em picolitros (pL). 

 

3.9 Cálculo indireto da celularidade 

 O cálculo indireto da celularidade do tecido adiposo foi realizado através da 

relação entre a massa total do coxim adiposo e a massa de um adipócito: 

 

Celularidade =        massa do tecido (ng)   __         

                          massa de um adipócito (ng)  

A massa de um adipócito é calculada a partir da fórmula da densidade: 

 

                  D= m      onde,    D = densidade média do adipócito   

                        v                    m = massa média de um adipócito 

                                              v = volume médio do adipócito  

 

Sendo a densidade média do adipócito igual a 0,91, tem-se: 

m = 0,91 x v 

3.10 Isolamento da ilhota pancreática e avaliação da capacidade secretora de 

insulina  

 

 Após a retirada dos coxins adiposos, o ducto biliar comum foi exposto e 

clampeado em sua extremidade distal, junto ao duodeno e dissecado próximo ao 

pedículo hepático, por onde foi introduzida uma cânula de polietileno. Para provocar 

a distensão do tecido acinar, 15 a 20 mL de solução de Hanks (Nacl 137 mM, KCl 5 

mM, CaCl2 1 mM, MgSO4 1 mM, Na2HPO4 0,4 mM, NaHCO3 4mM, equilibrada com 
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carbogênio – mistrura de O2/CO2 95:5 v:v), com glicose (5,6 mM) e colagenase (0,7 

mg/mL – Collagenase Type V – Sigma) foi injetada na cânula. 

 Gânglios linfáticos, gordura e vasos sanguíneos foram dissecados logo após 

a remoção do pâncreas. Em seguida, o pâncreas foi fragmentado em 4 a 5 pedaços 

com o auxílio de uma tesoura de ponta arredondada. Os fragmentos foram 

transferidos para um tubo de 50 mL e incubados em banho-maria a 37oC por cerca 

de 25 minutos. O tubo então foi completado com solução de Hanks até 30 mL e 

agitado manualmente em banho-maria (37oC) por 1 minuto. Com a finalidade de 

favorecer a completa digestão da parte exócrina do pâncreas, o tubo foi agitado por 

mais um minuto fora do banho-maria. O produto da digestão foi transferido para um 

recipiente contendo solução de Hanks. A mistura foi deixada em repouso por 4 

minutos logo após a homogeneização e, em seguida, o sobrenadante foi aspirado. 

Adicionou-se cerca de 60 mL de solução de Hanks à mistura e esta (produto da 

digestão + solução de Hanks) foi novamente homogeneizada. Esse procedimento 

de lavagem foi repetido por 3 a 4 vezes. O produto final foi transferido para uma 

placa de Petri de fundo escuro e as ilhotas foram coletadas com o auxílio de um 

capilar estirado e uma lupa, sendo mantidas em gelo durante toda a coleta. 

 Lotes de cinco ilhotas por poços foram incubadas a 37 oC em tampão Krebs-

Henseleit (Na+ 139 mM, K+ 5 mM, Ca2+ 1 mM, Mg2+ 1 mM, Cl- 124 mM, HCO3
- 24 

mM, pH 7,4) contendo albumina (0,2%) por 20 minutos e 5,6 mM de glicose. Após 

essa pré-incubação, o sobrenadante foi descartado e as ilhotas foram incubadas em 

0,5 mL do mesmo tampão contendo 5,6 ou 16,7 mM de glicose. Sessenta minutos 

depois, o meio de incubação sobrenadante (0,3 mL) foi coletado para a medição de 

insulina por radioimunoensaio. 

3.11 Ensaios biológicos em adipócitos isolados 

 

 Os ensaios biológicos foram realizados em adipócitos isolados dos coxins 

adiposos subcutâneo (SC), periepididimal (PE) e retroperitoneal (RP). 
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3.11.1 Teste de Captação de [3H]-2-Desoxi-D-Glicose ([3H]-2DG) em Adipócitos 

Isolados 

 

As taxas de captação de [3H]-2-desoxi-D-glicose ([3H]-2DG) em adipócitos 

isolados foram mensuradas na ausência (basal) e na presença (de concentração 

maximamente estimulante, 10 nM) de insulina. A [3H]-2DG é captada pela célula e é 

transformada em [3H]-2-deoxifrutose-6-fosfato ([3H]-2DG-6-P), porém, a partir desta 

etapa, não é mais metabolizada, além de atuar como inibidor alostérico da enzima 

subsequente da via glicolítica, a fosfo-glico-mutase (PGM).  

Alíquotas de 40 L de suspensão celular foram pipetadas em tubos plásticos, 

contendo ou não 2 L de insulina (concentração final de 10 nM) e incubadas por 15 

minutos a 37 C. Em seguida, foram adicionados 10 L de [3H]-2DG (concentração 

final de 0,4 mM e 0,05 Ci/tubo). Passados 3 minutos exatos, o transporte foi 

interrompido com a adição de 250 L de phloretin 0,6 mM (em E.H.B e DMSO 

0,05%) a 4 oC. Para avaliação da captação, 200 L da mistura final foram 

transferidos para tubos de microcentrífuga (0,4 mL) contendo 200 L de óleo de 

silicone (densidade 0,963 g/mL) que foram centrifugados por 10 segundos em 

microcentrífuga (Microfuge E, Beckman Instruments Inc. Palo Alto, Califórnia, EUA). 

A centrifugação teve como objetivo separar a mistura em três fases: uma superior, 

contendo células compactadas (agregado celular), uma intermediária, 

correspondente ao óleo de silicone, e a mais inferior, constituída pelo tampão 

aquoso. Feito isso, foi recolhido o agregado celular mediante a secção do tubo com 

um estilete na altura da porção média da camada de óleo de silicone.  

Após a separação, a porção contendo o agregado celular foi transferida para 

um tubo contendo 2,5 mL de líquido de cintilação (EcoLumeTM, ICN 

Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA) e a radiação emitida foi aferida em 

contador beta (Micro Beta Trilux 1450LsC luminecense counter, PerkinElmer).  

Foi realizada uma determinação de incorporação inespecífica no agregado 

celular, onde se quantificou a radioatividade ali retida e que não foi captada pela 

célula. Esse valor foi subtraído do resultado obtido no final do teste. Isso garante 

que a contaminação presente no agregado celular não interfira no resultado da 
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captação propriamente dito. Para a determinação da incorporação inespecífica, 

foram adicionados, primeiramente a suspensão celular (40 μL) em um tubo de 

ensaio e em seguida, o phloretin (inibidor do transporte de glicose), antes de se 

acrescentar [3H]-2DG. Os resultados foram expressos em pmol/cm2 de superfície 

celular.  

3.11.2 Teste de incorporação de D-[U-14C]-Glicose e [2-14C]-Acetato em lipídeos e 

oxidação de D-[U-14C]-Glicose e [2-14C]-Acetato até 14CO2 em adipócitos Isolados 

 

Adipócitos (concentração final 30-40%) em tampão Krebs/Ringer/Fosfato/BSA 

1%/glicose 5 mM, pH=7,4 a 37 oC, saturado de uma mistura gasosa de carbogênio 

5%, foram pipetados em tubos de ensaio de polipropileno 17x100 mm contendo D-

[U-14C]-glicose ou [2-14C]-Acetato (0,05 Ci/tubo), com ou sem insulina (10 nM) (No 

teste com [2-14C]-Acetato não houve estímulo com insulina). Esses tubos foram 

vedados com tampas de borracha. A seguir, os tubos foram enriquecidos de uma 

atmosfera com 95 % de O2 e 5 % de CO2 e incubados por 60 minutos em banho-

maria a 37 oC. Ao término da incubação, 0,2 mL de H2SO4 (8N) foi pipetado sobre a 

mistura de reação e um flaconete com papel de filtro (2x4 cm, embebido com 0,2 mL 

de etanolamina) foi acoplado emborcado (para adsorver o 14CO2 liberado da 

reação). Incubou-se por mais 30 minutos, após isso, o flaconete contendo o papel 

filtro foi preenchido com coquetel de cintilação biodegradável (EcoLumeTM, ICN 

Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA) para contagem da radioatividade beta 

incorporada. Os resultados foram expressos em nmol.10-6 células. h-1. 

Em seguida, foi realizada a extração dos lipídeos mediante a adição de 2,5 mL 

de reativo de DOLE (isopropanol:n-heptano:H2SO4 8N, 4:1:0.25 v:v:v) no meio de 

incubação. Agitou-se a mistura por 4-5 vezes (sessões de 10 segundos) em vórtex 

durante 30 minutos. Ao final do período, foram adicionados 1,5 mL de n-heptano e 

1,5 mL de água deionizada. Após a agitação em vórtex, deixou-se a mistura 

decantar e alíquotas de 0,5 mL da fase superior (contendo os lipídeos extraídos no 

n-heptano) foram transferidas para flaconetes contendo 2,5 mL de coquetel de 

cintilação biodegradável (EcoLumeTM, ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA) 

para contagem da radioatividade beta incorporada. Os resultados foram expressos 

em nmol.10-6 células. h-1. 
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3.11.3 Teste de avaliação da atividade lipolítica frente a estímulo com isoproterenol 

Adipócitos isolados foram incubados em tampão Earle/Hepes sem glicose, pH 

7,4 na presença (máxima) ou ausência (basal) do agonista β-adrenérgico 

isoproterenol (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA). As células foram previamente 

tratadas por 30 minutos com adenosina (Sigma, 0,2 M). Em seguida, acrescentou-

se adenosina desaminase (ADA, Sigma, 0,2 U/mL em tampão EHB, pH 7,45) e 

incubou-se por mais 30 minutos (para possibilitar a degradação da adenosina 

liberada pelos adipócitos, pois esta tem ação anti-lipolítica e pode mascarar os 

resultados). Em seguida, foi adicionado isoproterenol (1 M) e o tempo de 

incubação foi de 60 minutos a 37 C e, ao final, a mistura de incubação (volume total 

de 200 L) foi centrifugada em microcentrífuga refrigerada a 4 C por 5 minutos a 

7000 rpm. Alíquotas (120 L) do infranadante foram coletadas para a determinação 

da concentração de glicerol liberado pelas células pelo método enzimático-

colorimétrico, utilizando o kit de determinação de glicerol livre (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Estados Unidos).  

Procurando diminuir ainda mais qualquer influência não específica nos 

resultados, foi feita uma incubação, a qual seguiu todos os procedimentos acima 

descritos, exceto a adição de isoproterenol e a subsequente incubação da mistura 

por 60 minutos. O valor obtido nessa determinação (considerado como liberação 

não específica de glicerol) foi descontado das demais (basal e estimulada por 

isoproterenol). 

 

3.12 Quantificação de proteínas por Western Blotting  

3.12.1 Extração de proteínas 

 

 Inicialmente, o tecido adiposo epididimal foi pesado e, posteriormente, foi 

mantido submerso em tampão de extração em tubos eppendorfs até a extração.  

 O tecido foi, então, homogeneizado em tampão de extração contendo 20 

mM TrisHCl (pH 7,4), 150 mM NaCl, 2% Nonidet P-40, 1 mM EDTA, (pH  8,0), 10% 

glicerol, 20 mM Fluoreto de Na, 30 mM pirofosfato de sódio, 0,2% SDS, 0,5% 

deoxicolato de sódio, 1 mM fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), 1 mM ortovanadato de 

sódio), 50 M leupeptina, 5 M aprotinina. Para a homogeneização utilizou-se 
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homogeneizador elétrico tipo Polytron (PT 3100, Kinematica AG) na velocidade 

máxima, em 3 burst de cerca de 10 segundos. Entre a homogeneização de 

diferentes amostras, o homogeneizador foi lavado em álcool 70 %, água ultrapura e 

tampão de extração, nessa ordem. Durante todo o processo de homogeneização, os 

tubos contendo as amostras foram mantidos no gelo, no intuito de reduzir a 

atividade de fosfatases e enzimas proteolíticas.  

 As amostras foram, então, centrifugadas por 15 minutos a 12000 g e 

temperatura estabilizada em 4 ºC.  Após a centrifugação, coletou-se a amostra 

infranadante, entre a camada superior de gordura (fat cake) e o pelette localizado no 

fundo do eppendorf, o qual foi transferido para outro tubo, onde foram feitas 

alíquotas e armazenado em freezer (-80 oC).  

 

3.12.2 Preparo do gel de poliacrilamida 

 

 O gel de poliacrilamida foi preparado segundo protocolo descrito por 

Sambrook et al., 1989 e Harlow, Lane, 1988 descrito sucintamente a seguir. Foram 

preparados géis em bicamada, sendo a camada superior (gel de empacotamento) 

constituída de acrilamida a 5 %, 125 mM Tris (pH 6,8), 0,1 % SDS, 0,1 % persulfato 

de amônia e 0,1 % TEMED. Os géis inferiores (resolutivos) foram preparados com 

poliacrilamida na concentração de 6 a 10 %, 380 mM Tris (pH 8,8), 0,1 % persulfato 

de amônio e 0,077 % TEMED.  

 

3.12.3 Preparo de lisado de proteínas para SDS-PAGE e “Western blotting” 

  

As amostras foram combinadas com tampão de amostra contendo 240 mM 

Tris, (pH 6,8), 40 % glicerol, 0,8 % SDS, 200 mM beta-mercaptoetanol e 0,02 % azul 

de bromofenol. Amostras contendo 50 µg por “poço” foram submetidas à 

eletroforese no gel de poliacrilamida, inicialmente a 60 V. Uma vez que as proteínas 

atravessaram o gel de empilhamento, a voltagem foi aumentada para 120 V, sendo 

mantida até o final da corrida. 
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3.12.4 Transferência de proteínas do gel para a membrana (nitrocelulose) 

 

O gel contendo as proteínas separadas por eletroforese foi incubado por 10 

minutos em tampão de transferência (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 % SDS , 

20 % metanol, pH 8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi hidratada e, 

então, incubada em tampão de transferência. Um "sanduíche" foi então montado na 

seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel filtro de 3 mm, gel, membrana, 2 folhas 

de papel de filtro de 3 mm (Whatman) e esponja. A transferência de proteínas do gel 

para a membrana foi realizada em cuba de eletroforese, na presença de tampão de 

transferência, sob corrente de 25 V, por 90 minutos. A eficiência da transferência foi 

verificada corando-se a membrana, por 5 minutos, com corante Ponceau (1 % 

ponceau, 1 % ácido acético), seguida de lavagem com PBST [8 % NaCl, 0,2 % KCl, 

0,2 % KH2(PO)4, 1,15 % Na2H(PO)4, 0,5 % Tween20]. 

 

3.12.5 Sondagens das proteínas com anticorpos 

 

Os sítios das membranas sem proteínas foram bloqueados com albumina 

bovina a 5 %, em tampão PBST, por 60 minutos, sob agitação. O anticorpo 

específico para cada proteína de interesse foi diluído (de acordo com a 

recomendação do fabricante) em PBST e utilizado para a incubação das 

membranas overnight sob agitação a 4 oC. Posteriormente, a membrana foi lavada 3 

vezes, por 10 minutos, com PBST e incubada com anticorpo anti-IgG de coelho, 

conjugado com peroxidase de raiz forte, diluído 1:5000 em PBST, por 1 h, sob 

agitação a 4 oC. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes, por 10 minutos, com 

agitação. 

 

3.12.6 Revelação com sistema Quimioluminescente 

 

A solução de revelação foi preparada pela mistura de volumes iguais dos 

reagentes 1 e 2 do kit ECL Advance (GE Healthcare) composto por luminol, fenol e 

peróxido de hidrogênio e a mistura foi utilizada para umedecer as membranas. Os 

blots foram então visualizados por um sistema de bioimagem ImageQuant™ 400 
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(GE Healthcare) que capturou imagens por 5 a 20 minutos e analisadas por um 

software ImageQuant TL (GE Healthcare). 

 

3.13 Análise da expressão gênica por reação em cadeia da polimerase 

quantitativo – qPCR 

3.13.1 Extração de RNA Total 

Amostras de 200 mg dos tecido adiposo PE (de 4 a 6 animais por grupo) 

foram homogeneizadas em Polytron (PT 3100, Kinematica AG) por 30 segundos 

com Trizol na proporção de 1mL para cada 100 mg de amostra, seguindo-se as 

especificações do fabricante (Trizol Reagent, Invitrogen, Life Technologies, PA, 

Estados Unidos). A seguir, os homogenatos foram aliquotados em tubos de 1 mL e 

armazenados a -80C para posterior extração.  

 Na etapa da extração, as amostras foram incubadas por 5 minutos em 

temperatura ambiente (15-25C) para permitir a completa dissolução dos complexos 

nucleoproteicos. Em seguida, 0,2 mL de clorofórmio foi adicionado aos tubos, 

agitando-se vigorosamente em vórtex, por 15 segundos, com posterior incubação à 

temperatura ambiente por 2 a 3 minutos. A mistura foi centrifugada a 12000 x g por 

15 minutos, a 4C com a formação de 3 fases. A fase aquosa superior, contendo 

RNA, foi transferida para outro tubo e a purificação do RNA foi feita por coluna 

seguindo o protocolo do Kit manufaturado PureLink RNA Mini Kit (Cat. No. 12183-

018A, Ambion by Life Technologies).  

 O RNA total foi quantificado em leitura espectrofotométrica em NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific, EUA) a 260 nm. Para análise da pureza do RNA, adotou-se 

o cálculo da razão do valor da absorbância a 260 nm pelo valor da absorbância a 

280 nm (comprimento de onda definido para leitura de proteínas), onde se estipula 

como razão ideal para aceitação da amostra o intervalo entre 1,6-2,0. Alíquotas de 8 

L de amostras contendo 1 g de RNA total diluído em água DEPC foram 

armazenadas a -80C.  

 Para confirmar a integridade do RNA extraído, 2 g de cada amostra foram 

submetidos à eletroforese em minigel de agarose 1% (em ácido 

morfolinopropanosulfônico [MOPS] 200 mM, acetato de sódio 50 mM, EDTA 0,5 
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mM, pH 8,0; solução 10x concentrada, pH 7,0) com formaldeído 4% e corado com 

1g/mL de brometo de etídio (figura 1). 

 

 

 

Figura 1 - Gel para verificar a integridade do RNA total extraído. 

 

As bandas ilustradas representam as subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal. 
Fonte: Oliveira (2012). 
 

3.13.1 Síntese de cDNA por transcrição reversa 

 

Na etapa inicial, pipetou-se 1 μL de tampão de DNAse (10x) e 1μL da enzima 

DNAse (1 U/μL) em tubos contendo 1 μg de RNA total. A mistura foi incubada a 

25C por 15 minutos com a finalidade de evitar uma possível amplificação de DNA 

genômico, que pode contaminar o RNA extraído. A seguir, adicionou-se 1 μL de 

EDTA 25mM e a mistura foi submetida à incubação a 65C por 10 minutos. Na 

etapa seguinte (síntese de DNA), pipetou-se 1 μL de oligo DTs 146 ng/ μL, seguido 

de incubação a 70 C  por 10 minutos. Terminada a reação, 4 μL de tampão da 

enzima transcriptase reversa (5x), 2 μL de ditiotreitol (DTT) 0,1M, 1 μL de mistura de 

dNTPs 10 mM foram adicionados à mistura, que foi então incubada a 25 C por 10 

minuntos e, em seguida, a 42 C por 2 minutos. Na etapa final, 1 μL da enzima 

transcriptase reversa (Superscript II, Invitrogen) foi acrescentada à mistura, que foi 

submetida à incubação a 42 C  por 50 minutos e mais 15 minutos a 70C. As 

incubações foram realizadas em termociclador (Eppendorf). O material obtido 

(cDNA) foi então mantido em freezer a -20 C até a realização da próxima etapa – 

amplificação por PCR.   
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3.13.2 PCR quantitativo (real time) 

 Alícotas de 2 µL de amostra de cDNA obtida a partir da reação de RT foram 

adicionadas a um mix contendo 2,5 µl de água DEPC autoclavada, 5 µl TaqMan® 

Universal PCR Master Mix (Applied biosystems, código do produto: 4304437), 0,5 µl 

de TaqMan® Gene Expression Assay Mix 20x (para rato e específico para cada 

gene) contendo os dois primers para PCR e uma sonda MGB TaqMan® marcada 

com FAM em um mix preformulado na concentração de 20x, na concentração final 

1x de 250nM de sonda e 900nM de cada primer (a tabela 1 mostra a lista dos kits 

inventoriados utilizados com seus respectivos números de catálogo). As reações de 

PCR foram realizadas em aparelho StepOnePlusTM Real Time PCR System (Applied 

Biosystems, EUA). A reação de PCR inicia-se com um período 2 minutos para 

ativação da AmpErase® UNG seguida de 10 minutos a 95º C para a ativação da 

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase. Essa fase só ocorre no primeiro ciclo de reação. 

As etapas seguintes envolvem desnaturação da fita de cDNA a temperatura de 95º 

C por 15 s seguida da fase de anelamento do primer e extensão da fita por 1 minuto 

na temperatura de 60º C. Essas 2 fases se repetiram a cada ciclo por 40 ciclos.  

A análise da expressão gênica foi realizada por quantificação relativa pelo 

método de CT comparativo (∆∆CT). 

3.13.3 Quantificação relativa – Método de CT comparativo (∆∆CT) 

 Análise comparativa entre a expressão do gene alvo e de uma amostra 

calibradora, normalizadas por um controle endógeno (housekeeping). 

 

∆CT = CT (alvo) - CT (endógeno) 

∆CT = CT (calibrador) - CT (endógeno) 

∆∆CT = ∆CT (amostra) - ∆CT (calibrador) 

Quantidade relativa = 2 -∆∆ CT 
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TABELA 1 – Lista de kits inventoriados (Applied Biosystems, TaqMan® Gene 

Expression Assay Mix 20x). 

Gene Sigla de catálogo No de catálogo 

-actina ACTB Rn_00667869 

5-monooxygenase Activation  

protein, zeta polypeptide 

YWHAZ Rn_00755072 

Ácido graxo sintase FASN Rn_00569117 

Adiponectina ADIPOQ Rn_00595250 

ATP-citrato liase ACLY Rn_00566411 

C/EBP CEBPB Rn_00824635 

C/EBP CEBPA Rn_00520963 

Ciclofilina PPIA Rn_00690933 

Proteína de ligação de ácidos graxos FABP4 Rn_00670361 

Glicose-6-P desidrogenase G6PDH Rn_00566576 

Hipoxantina fosforibosyltransferase 1 HPRT1 Rn_01527840 

Leptina LEP Rn_00565158 

Lipase hormônio sensível LIPE / HSL Rn_00563444 

Microglobulina B2 B2M Rn_00560865 

Perilipina PLIN Rn_00558672 

PPAR PPARG Rn_00440945 

Proteína ribossomal l 37-a RPL37A Rn_02114291 

Receptor de andrógeno AR Rn_00560747 

Receptor de insulina INSR Rn_00567070 

 

Fonte: http://www.appliedbiosystems.com.br 

 

 

 

 

http://www.appliedbiosystems.com.br/
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3.13.4 Seleção de controles endógenos (housekeeping) 

 

 Realizou-se reações de qPCR para cada possível controle endógeno (-

actina (Actb), ciclofilina (Ciclo), microglobulina B2 (B2M), proteína ribossomal l 37-a 

(RPL 37-a), hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT-1), tyrosine 3-

monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide 

(YWHAZ)) utilizando-se amostras dos animais submetidos ao protocolo 

experimental da pesquisa (grupos C, D, M e MP). Os resultados são submetidos à 

análise no programa GENORM para a escolha, utilizando-se amostras de controle 

endógeno com menor variação para o protocolo experimental da pesquisa que, 

nesse tecido e para esse modelo experimental, foi a -actina e ciclofilina. Como 

foram escolhidos dois controles endógenos, foi utilizada a média geométrica dos 

CTs para o cálculo do ∆∆CT descrito acima.  

 

3.14 Análise Estatística 

Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. O teste Two-way 

ANOVA com medida repetida, seguido de Bonferroni, foi utilizado para comparação 

da curva de evolução do peso e da glicemia semanal, do perfil glicêmico durante o 

GTTpo e ITTiv e para comparar a captação de [3H]-2DG, a oxidação da glicose e a 

incorporação de glicose em lipídios basal versus maximamente estimulada com 

insulina. Para as demais comparações foi adotado ANOVA One-way, seguido de 

Tukey.  

As diferenças foram consideradas significantes quando p < 0,05. As análises 

foram realizadas usando o software GraphPad Prism versão 5.0 para Windows 

(GraphPad Spftware, San Diego, CA, EUA).  
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4 RESULTADOS 

4.1 Efeito do tratamento no peso corporal, na glicose plasmática e em outros 

parâmetros 

 

 Os animais do grupo diabético (D) apresentaram menor ganho de peso em 

relação ao controle. O tratamento com melatonina sozinha ou em associação com 

pioglitazona não foi capaz de recuperar o ganho de peso dos animais diabéticos. O 

grupo M apresentou peso significativamente menor (p < 0,05, n = 6 a 7 animais por 

grupo) em relação ao grupo D, da 6ª à 9ª semana de tratamento, porém no final do 

tratamento os dois grupos apresentaram peso semelhante (figura 2). Entretanto, 

tratamento com melatonina foi capaz de manter a glicemia dos animais diabéticos 

significativamente menor (p < 0,05) que dos animais do grupo D (figura 3). 

Caracteristicamente, nesse modelo de diabetes, o desenvolvimento da hiperglicemia 

é insidioso e apresenta um aumento por volta da 7ª semana de vida do animal. Esse 

aumento na glicemia não foi observado nos grupos M e MP. 

 Paralelamente observou-se o consumo de ração e água. Os animais 

diabéticos (grupo D) apresentaram polifagia e polidipsia. O tratamento com 

melatonina, associada ou não com a pioglitazona (grupos M e MP), evitou que essa 

condição se instalasse. Na tabela 2, pode-se observar que o consumo de água e 

ração dos grupos M e MP, durante a última semana, foi estatisticamente menor (p < 

0,05) que o consumo dos animais diabéticos e semelhante ao grupo controle. 

 O índice de Lee, que é uma medida análoga ao índice de massa corporal 

(IMC) em humanos e estimado a partir do peso e comprimento naso-anal do animal, 

também foi utilizado como parâmetro do desenvolvimento do animal. Como se pode 

observar na figura 4, não houve diferença estatística entre os grupos.   
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TABELA 2: Efeito do tratamento com melatonina e sua associação com a 
pioglitazona sobre o consumo de água e ração, perfil lipídico e peso das estruturas 
sexuais.  

Grupos C D M MP 

Consumo de ração 
(g/24h) 

17,5 ± 0,62 30,0 ± 1,38
* 16,5 ± 1,16

# 
17,8 ± 1,47

# 
 

Consumo de água 
(ml/24h) 

29,8 ± 3,78 83,5 ± 7,16
* 32,1 ± 2,62

# 
30,1 ± 1,75

#
 

TAG (mg/dl) 55,7 ± 5,69 65,5 ± 12,17 89,7 ± 17,40 78,3 ± 11,96 
AGL (mmol/l) 0,44 ± 0,02 0,35 ± 0,06 0,45 ± 0,05 0,58 ± 0,06

# 

HDLc (mg/dl) 24,5 ± 1,76 24,7 ± 1,13 24,7 ± 1,69 22,3 ± 1,17 
Colesterol (mg/dl) 26,8 ± 1,94 27,7 ± 3,70 34,1 ± 2,83 25,8 ± 1,06 
Testículo D (g) 1,6 ± 0,05 1,3 ± 0,07

* 
0,7 ± 0,12

*,# 
0,9 ± 0,20

*,# 

Testículo E (g) 1,6 ± 0,05 1,3 ± 0,07
* 

0,7 ± 0,12
*,# 

0,9 ± 0,19
*,#

 

Vesículas seminíferas (g) 0,78 ± 0,07 0,45 ± 0,04
*
 0,11 ± 0,04

*,#
 0,11 ± 0,02

*,#
 

Epidídimos (g) 1,57 ± 0,04 0,88 ± 0,10
*
 0,50 ± 0,10

*,# 
0,72 ± 0,25

*
 

Canais deferentes (g) 0,19 ± 0,01 0,12 ± 0,01
*
 0,07 ± 0,01

*,# 
0,08 ± 0,01

*
 

Os dados são apresentados como média ± EPM, n = 6 a 7. O consumo de água e ração representa o 
consumo durante a última semana. TAG (triacilglicerol), AGL (ácidos graxos livres), HDLc (high 
density lipoprotein cholesterol) and colesterol total foram dosados no soro dos animais em jejum por 

12 horas. 
* 

Significativamente diferente do grupo controle. 
#
Significativamente diferente do grupo 

diabético (p < 0,05). ANOVA One-way seguido do teste de Tukey. Grupo M, ratos diabéticos tratados 
com melatonina. Grupo MP, ratos diabéticos tratados com melatonina associada com pioglitazona. 
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Figura 2 - Evolução do peso corporal dos animais não diabéticos (C), diabéticos 
sem tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com 
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 
12ª semana.  
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). *Estatisticamente 
diferente do grupo controle (p<0,05); **Estatisticamente diferente do grupo diabético (p<0,05). 
ANOVA Two-way com medidas repetidas seguido do teste de Bonferroni. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 3 - Evolução da glicemia semanal, medida no sangue da calda dos animais 
alimentados não diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D), 
diabéticos tratados com melatonina (M) ou com melatonina associada 
com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 12ª semana. 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). *Estatisticamente 
diferente do grupo controle (p<0,05); **Estatisticamente diferente do grupo diabético (p<0,05). 
ANOVA Two-way com medidas repetidas seguido do teste de Bonferroni. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 4 - Índice de Lee de animais não diabéticos (C), diabéticos sem tratamento 
(D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com melatonina 
associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 12ª semana. 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). Não houve 
diferença estatística entre os grupos. ANOVA One-way seguido do teste de Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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4.2 Teste oral de tolerância à glicose (GTT v.o.) 

 

 A curva glicêmica durante o GTT v.o. dos animais diabéticos (grupo D) foi 

significativamente maior (p < 0,05) que a dos animais do grupo C a partir de 15 

minutos após a ingestão de glicose por gavagem. A tolerância prejudicada à glicose 

dos animais diabéticos foi melhorada nos grupos M e MP. A área sob a curva (AUC) 

dos grupos M e MP foi significativamente menor (p < 0,05) que a do grupo D (figura 

5).  

 

4.3 Teste intravenoso de tolerância à insulina (ITT i.v.) 

 

 A figura 6 mostra o decaimento da glicemia durante o ITT i.v.. A constante de 

desaparecimento da glicose (KITT), calculada como previamente descrito (Bonora et 

al. 1989), foi significantemente maior nos grupos M e MP em relação ao grupo D e 

semelhante ao grupo C. 

 

4.4 Efeito do tratamento na massa adiposa e a celularidade dos coxins SC, PE 

e RP 

 

 Animais diabéticos não tratados (grupo D) apresentaram significante redução 

(p < 0,05) no peso dos coxins SC, RP e PE, bem como nos respectivos diâmetros 

dos adipócitos. O tratamento com melatonina não recuperou o peso dos coxins, 

porém a associação com pioglitazona aumentou a massa adiposa e a porcentagem 

de gordura corporal (calculada a partir do somatório dos 3 coxins em relação ao 

peso corporal) somente no tecido SC. A associação da melatonina com pioglitazona 

aumentou parcialmente o diâmetro dos adipócitos dos 3 coxins e o tratamento 

somente com melatonina recuperou parcialmente o diâmetro do adipócito SC, mas 

não do RP e PE (figura 7, 8 e 9). 

 O tratamento com melatonina ou sua associação com pioglitazona não foi 

capaz de alterar a redução na celularidade apresentada nos animais diabéticos no 

coxim PE. Nos coxins SC e RP não houve diferença estatística entre os grupos 

(Figura 10). 
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Figura 5 - Evolução da glicemia durante o teste oral de tolerância à glicose 
(GTTv.o.) dos animais não diabéticos (C), diabéticos sem tratamento 
(D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com melatonina 
associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 12ª semana. 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). Acima da figura está 
representando a área incremental sob a curva. O teste foi realizado na 10ª semana de vida. 
*Estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05); **Estatisticamente diferente do grupo 
diabético (p<0,05). ANOVA Two-way com medidas repetidas seguido do teste de Bonferoni e 
ANOVA One-way seguido do teste de Tukey para AUC.  
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 6 - Decaimento da glicemia durante o teste intravenoso de tolerância à 
insulina ITTi.v. dos animais não diabéticos (C), diabéticos sem 
tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com 
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 
12ª semana. 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). Acima da figura está 
representando a constante de decaimento (KITT). O teste foi realizado na 10ª semana de vida. 
*Estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05); **Estatisticamente diferente do grupo 
diabético (p<0,05). ANOVA Two-way com medidas repetidas seguido de Bonferoni e ANOVA One-
way seguido do teste de Tukey para KITT. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 7 - Efeito do tratamento sobre (A) peso e (B) porcentagem em relação ao 
peso corporal dos coxins adiposos subcutâneo (SC), periepididimal (PE) 
e retroperitoneal (RP) dos animais não diabéticos (C), diabéticos sem 
tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com 
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 
12ª semana. 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). *Estatisticamente 
diferente do grupo controle (p<0,05); **Estatisticamente diferente do grupo diabético (p<0,05). 
ANOVA One-way seguido do teste de Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 8 - Diâmetro dos adipócitos dos tecidos periepididimal (PE), retroperitoneal 
(RP) e subcutâneo (SC) dos animais não diabéticos (C), diabéticos sem 
tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com 
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 
12ª semana. 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). *Estatisticamente 
diferente do grupo controle (p<0,05); **Estatisticamente diferente do grupo diabético (p<0,05). 
ANOVA One-way seguido do teste de Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 



58 

 

 

Figura 9 - Foto ilustrativa dos adipócitos isolados do tecido adiposo PE. 

 

 

Ratos não diabéticos (painel A), diabéticos não tratados (painel B), e diabéticos tratados com 
melatonina (painel C) ou melatonina associada com pioglitazona (painel D). 
Fonte: Oliveira (2012). 



59 

 

Figura 10 - Celularidade dos tecidos subcutâneo (SC), periepididimal (PE), 
retroperitoneal (RP) dos animais não diabéticos (C), diabéticos sem 
tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com 
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até 
a 12ª semana. 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). *Estatisticamente 
diferente do grupo controle (p<0,05). ANOVA One-way seguido do teste de Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 11 - Foto ilustrativa dos testículos (direito e esquerdo) de ratos não 
diabéticos (C), diabéticos não tratados (D), e diabéticos tratados com 
melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazona (MP). 

 

 

 

 

Fonte: Oliveira (2012). 
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4.5 Efeito do tratamento sobre o desenvolvimento sexual 

 

 Os animais diabéticos apresentaram menor peso úmido das estruturas 

sexuais (testículos, epidídimos, canais deferentes e vesículas seminíferas) menores 

que os animais do grupo C. O tratamento com melatonina, seja sozinha seja 

associada com a pioglitazona, parece ter causado uma interrupção no 

desenvolvimento puberal dessas estruturas, deixando-as menor que as do grupo D 

(Tabela 2 e Figura 11).  

 

4.6 Efeito do tratamento nos níveis plasmáticos de adiponectina, insulina, 

glicemia e outras dosagens plasmáticas 

 

 O soro dos ratos em jejum de 12 horas foi usado para as análises 

bioquímicas. Os ratos diabéticos (grupo D) apresentaram maior nível de glicemia em 

jejum e de frutosamina e reduzido nível de adiponectina em relação ao grupo C. O 

tratamento com melatonina foi capaz de manter esses valores para níveis 

semelhantes ao grupo C (Figura 12). O grupo MP não apresentou incremento no 

efeito da melatonina. 

 O tratamento com melatonina e a associação com pioglitazona não alterou a 

hipoinsulinemia causada pela injeção neonatal de STZ, no entanto o HOMAir foi 

significativamente menor nos grupos M e MP quando comparado com o grupo D 

(figura 12). 

Os animais diabéticos apresentaram uma redução significativa na 

concentração plasmática de testosterona e leptina que não foi alterado pelo 

tratamento com melatonina associada ou não com a pioglitazona (Figura 13). Na 

figura 13C, podemos observar uma correlação positiva (p < 0,01) entre o somatório 

dos 3 coxins adiposos e a leptinemia. 

Não foi encontrado diferença estatística nos níveis plasmáticos de 

triacilglicerol (TAG), HDLc e colesterol total entre os grupos. Nos níveis de ácidos 

graxos livres (AGL), somente o grupo MP apresentou níveis estatisticamente maior 

que o grupo D (Tabela 2). 
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4.7 Secreção estática de insulina pela ilhota pancreática isolada 

 

 As ilhotas dos animais do grupo D apresentaram uma menor capacidade de 

secreção de insulina estimulada por glicose (5,6 e 16,7mM) que o grupo C (p<0,05). 

O tratamento a longo prazo com melatonina e a associação com pioglitazona não 

recuperou esse defeito funcional causado pela STZ na célula B pancreática (figura 

14). O mesmo foi observado no modelo do HOMA 1-% B, que estima a função da 

célula β pancreática baseado na insulina e glicemia de jejum. 
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Figura 12 - Dosagens plasmáticas de glicemia (painel A), Frutosamina (painel B) 
Adiponectina (painel C), insulina (painel D) e HomaIR (painel E) de 
animais não diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D) e diabéticos 
tratados com melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazona 
(MP) em jejum de 12 horas. 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). *Estatisticamente 
diferente do grupo controle (p<0,05); **Estatisticamente diferente do grupo diabético (p<0,05). 
ANOVA One-way seguido do teste de Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 13 - Dosagens plasmáticas de testosterona (painel A) e leptina (painel B) de 
animais não diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D) e diabéticos 
tratados com melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazona 
(MP) em jejum de 12 horas. O painel C mostra a correlação entre a 
leptinemia e o somatório dos 3 coxins adiposos (SC, PE e RP). 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). *Estatisticamente 
diferente do grupo controle (p<0,05); **Estatisticamente diferente do grupo diabético (p<0,05). 
ANOVA One-way seguido do teste de Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 14 - Efeito do tratamento de animais diabéticos com melatonina sozinha ou 
associada com pioglitazona na secreção de insulina pela ilhota 
pancreática isolada em meio com 5,6mM ou 16,7mM de glicose (painel 

A) e na estimativa da função da célula  pancreática pelo modelo do 
HOMA 1-% B (painel B). 
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No painel A, as ilhotas foram isoladas e incubadas na presença de glicose por 1 hora. Após esse 
tempo, foi dosada a insulina no meio de incubação (n = 4 animais por grupo). No painel B, o HOMA 

1-% B foi calculado a partir da fórmula: HOMA 1-% B = [Insulina em jejum (U/mL) x 20] / [Glicemia 
em jejum (mmol/L) – 3,5] (n = 6 a 7 animais por grupo). Valores expressos como média + E.P.M.. * 
Estatisticamente diferente do grupo controle. # Estatisticamente diferente entre 5,6 e 16,7mM de 
glicose (p<0,05). 
Fonte: Oliveira (2012). 

 

 

A 

B 



66 

 

4.8 Ensaios biológicos 

 

4.8.1 Teste de captação de [3H]-2-Desoxi-D-Glicose ([3H]-2DG) em adipócitos 

isolados 

 

 Como observado nas figuras 15, não houve diferença estatística entre a 

capacidade basal e a máxima de captação de [3H]-2DG dos adipócitos dos 3 coxins 

(SC, PE e RP) nos animais do grupo D, porém, os adipócitos dos animais diabéticos 

tratados com melatonina associada ou não com pioglitazona apresentaram essa 

diferença significante (p < 0,05) entre o basal (Bs) e estimulado com insulina (Mx) 

demonstrando uma melhor responsividade dos adipócitos destes animais à insulina. 

Além disso, não houve diferenças entre os basais, nem entre os máximos, dos 

coxins PE e SC, entre os grupos. Entretanto, somente os adipócitos do coxim RP, 

dos animais foram tratados com a associação de melatonina com a pioglitazona, 

apresentaram um aumento significativo (p < 0,05) da captação de [3H]-2DG tanto 

basal (em ralação ao grupo C) quanto maximamente estimulada com insulina (em 

relação ao grupo C e D) (Figura 15). 
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Figura 15 - Captação de [3H]-2DG basal (Bs) e maximamente estimulado com 10nM 
de insulina (Mx) em adipócitos isolados dos coxins subcutâneo (SC), 
periepididimal (PE) e retroperitoneal (RP) de animais não diabéticos 
(C), diabéticos sem tratamento (D) e diabéticos tratados com 
melatonina (M) ou associação de melatonina com pioglitazona (MP). 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais). *Estatisticamente diferente do 
basal ou máximo do grupo C (p<0,05). **Estatisticamente diferente do basal ou máximo do grupo D 
(p<0,05). #Estatisticamente diferente do basal do respectivo grupo (p<0,05). Teste ANOVA Two-way 
com medida repetida seguido do teste de Bonferroni. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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4.8.2 Teste de Incorporação de D-[U-14C]-Glicose em Lipídeos e Oxidação de D-[U-

14C]-Glicose até 14CO2 em Adipócitos Isolados 

 

O tecido adiposo subcutâneo dos animais diabéticos tratados ou não com 

melatonina apresentou menor capacidade de incorporar D-[U-14C]-Glicose em TAG 

tanto basal (Bs) como maximamente estimulado pela insulina (Mx) quando 

comparada ao grupo C. Entretanto, o tecido SC dos animais diabéticos tratados com 

melatonina associada com pioglitazona apresentou as capacidades basal e  máxima 

de incorporar glicose em TAG significativamente maior (p < 0,05)  que a dos 

diabéticos não tratados e semelhante às do controle (Figura 16). Já na fração de 

glicose que foi convertida em [14C]-CO2 (oxidação de D-[U-14C]-Glicose) não houve 

diferenças significativas entre os grupos entre os valores basais nem entre os 

máximos (Figura 17) nesse coxim. 

As células do tecido adiposo PE dos animais diabéticos também 

apresentaram menor capacidade máxima de incorporação de glicose em TAG 

quando comparadas com o grupo C, além de não apresentar diferença estatística 

entre o basal e o máximo. Os adipócitos do tecido PE dos animais que foram 

tratados a longo prazo com melatonina apresentaram maior incorporação de glicose 

em TAG quando estimulada maximamente com insulina, passando a ser 

estatisticamente diferente (p < 0,05) da incorporação basal. Quando associada com 

a pioglitazona, a melatonina aumentou a incorporação de glicose em TAG, tanto 

basal quanto máxima, quando comparada com o grupo D e M, além de apresentar 

diferença estatística (p < 0,05) entre a incorporação basal e máxima (Figura 16). No 

teste de oxidação de glicose até CO2, a resposta aos tratamentos foi semelhante ao 

teste de incorporação de glicose em TAG, porém a capacidade máxima de oxidação 

dos animais tratados com melatonina (grupo M) foi estatisticamente maior (p < 0,05) 

que a dos animais do grupo D (figura 17). A capacidade máxima do grupo MP foi 

estatisticamente maior (p < 0,05) que a do grupo M, enquanto que a capacidade 

basal foi significativamente (p < 0,05) maior que a basal do grupo D. 

No tecido adiposo RP dos animais do grupo D, houve uma redução, porém 

não significativa, na capacidade basal e máxima de incorporar D-[U-14C]-Glicose em 

TAG em relação ao controle. Entretando, a diferença estatística entre o basal e o 

máximo que se apresentou no grupo C não ocorreu nos animais diabéticos sem 
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tratamento (grupo D). Já nos animais tratados com melatonina, observou-se 

diferença estatística (p < 0,05) entre o basal e o máximo. Quando associada com a 

pioglitazona, a melatonina aumentou a capacidade basal e máxima de incorporação, 

passando a ser estatisticamente diferente das do grupo D (Figura 16). Resposta 

semelhante ao que ocorreu na incorporação em TAG foi encontrada em relação à 

capacidade de oxidar D-[U-14C]-Glicose em 14CO2 (Figura 17). 
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Figura 16 - Incorporação de D-[U-14C]-Glicose em triacilglicerol (TAG) basal (Bs) e 
maximamente estimulado com insulina (Mx) em adipócitos isolados do 
tecido adiposo subcutâneo (SC), periepididimal (PE) e retroperitoneal 
(RP) de ratos não diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D) e 
diabéticos tratados com melatonina (M) ou melatonina associada com 
pioglitazina (MP). 

 

 

 

Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). * Estatisticamente 
diferente do basal ou máximo do grupo C (p<0,05). ** Estatisticamente diferente do basal ou máximo 
do grupo D (p<0,05). #Estatisticamente diferente do basal do respectivo grupo (p<0,05). 
@Estatisticamente diferente do basal ou máximo do grupo M (p<0,05). Teste ANOVA Two-Way com 
medida repetida seguido do teste de Bonferroni. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 17 - Oxidação de D-[U-14C]-Glicose em CO2 basal (Bs) e maximamente 
estimulado com insulina (Mx) em adipócitos isolados do tecido adiposo 
subcutâneo (SC), periepididimal (PE) e retroperitoneal (RP) de ratos 
não diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D) e diabéticos tratados 
com melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazina (MP). 

 

 

 

Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). * Estatisticamente 
diferente do basal ou máximo do grupo C (p<0,05). ** Estatisticamente diferente do basal ou máximo 
do grupo D (p<0,05). #Estatisticamente diferente do basal do respectivo grupo (p<0,05). 
@Estatisticamente diferente do máximo do grupo M (p<0,05). Teste ANOVA Two-Way com medida 
repetida seguido do teste de Bonferroni. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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4.8.3 Teste de Incorporação de [2-14C]-Acetato em Lipídeos e Oxidação [2-14C]-

Acetato até 14CO2 em Adipócitos Isolados 

 

 

As figuras 18 e 19 mostram que, quando o substrato foi o [2-14C]-Acetato, os 

tratamentos (grupo M e MP) foram eficazes em manter a capacidade de incorporá-lo 

em TAG semelhante ao grupo controle e estatisticamente diferentes (p < 0,05) do 

grupo D nos coxins SC e PE. Na capacidade de oxidá-lo a [14C]-CO2, os adipócitos 

do coxim PE dos animais diabéticos tratados com melatonina ou melatonina 

associada com pioglitazona apresentaram uma resposta que não foi 

significativamente diferente do grupo C e D. Nos adipócitos do coxim SC dos 

animais diabéticos com ou sem tratamento apresentaram menos capacidade de 

oxidar o [2-14C]-Acetato em relação ao grupo C. Ambas as capacidades 

apresentaram-se estatisticamente menores (p < 0,05) nos animais diabéticos sem 

tratamento em relação ao grupo C nos coxins SC e PE. 

Nos adipócidos do tecido RP não houve diferenças estatísticas entre os 

grupos na capacidade de incorporá-lo em TAG e na capacidade de oxidá-lo a [14C]-

CO2 (Figuras 18 e 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 

 

 

Figura 18 - Incorporação de [2-14C]-Acetato em triacilglicerol (TAG) em adipócitos 
isolados do tecido adiposo subcutâneo (SC), periepididimal (PE) e 
retroperitoneal (RP) de ratos não diabéticos (C), diabéticos sem 
tratamento (D) e diabéticos tratados com melatonina (M) ou 
melatonina associada com pioglitazina (MP). 

 

 
 

Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). * Estatisticamente 
diferente do grupo C (p<0,05). ** Estatisticamente diferente do grupo D (p<0,05). Teste ANOVA One-
Way seguido do teste de Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 19 - Oxidação de [2-14C]-Acetato em CO2 em adipócitos isolados do tecido 
adiposo subcutâneo (SC), periepididimal (PE) e retroperitoneal (RP) de 
ratos não diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D) e diabéticos 
tratados com melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazina 
(MP). 

 

 

 

 

Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). * Estatisticamente 
diferente do grupo C (p<0,05). Teste ANOVA One-Way seguido do teste de Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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4.8.4 Teste de Avaliação da Atividade Lipolítica Frente a Estímulo com Isoproterenol  

 

 Devido à pequena quantidade de tecido adiposo presente nos animais 

diabéticos e tratados com melatonina e associada com pioglitazona, só foi possível 

realizar o teste de lipólise no tecido adiposo PE. Como observado na figura 20, os 

animais diabéticos apresentaram menor capacidade lipolítica basal que os animais 

do grupo C. O tratamento com melatonina não foi capaz de recuperar a capacidade 

basal, mas, quando associada com pioglitazona, a capacidade basal foi 

completamente revertida, apresentando-se estatisticamente diferente do grupo D e 

M. Não houve diferença estatística entre as capacidades máximas dos 4 grupos. 
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Figura 20 - Efeito do tratamento de animais diabéticos com melatonina (M) e 
associação de melatonina com pioglitazona (MP) sobre a capacidade 
lipolítica basal (Bs) e maximamente estimulado com isoproterenol 
(Iso) em adipócitos isolados do tecido adiposo periepididimal (PE). 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). * Estatisticamente 
diferente do basal do grupo C (p<0,05). ** Estatisticamente diferente do basal dos grupos D e M 
(p<0,05). # Estatisticamente diferente do basal do respectivo grupo (p<0,05). Teste ANOVA Two-Way 
com medida repetida seguido de Bonferroni. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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4.9 Expressão de proteína por Western Blotting 

 

A fim de investigar o mecanismo pelo qual o tecido adiposo dos animais 

diabéticos apresentou menor capacidade lipogênica e menor responsividade à 

insulina, foi realizada, em um segundo grupo experimental (n = 3 por grupo), a 

quantificação da expressão de proteínas envolvidas na lipogênese e na via de 

sinalização da insulina no tecido periepididimal (PE) dos animais controle (C) e 

diabéticos sem tratamento (D) ou tratados com melatonina (M). Os animais 

diabéticos apresentaram uma redução significativa na expressão de ACC, FAS e 

IRS1. Os animais que foram tratados com melatonina apresentaram expressão de 

IRS1 e FAS estatisticamente maior (p < 0,05) que a do grupo D e a expressão de 

ACC parcialmente aumentada, uma vez que não foi estatisticamente diferente do 

grupo D nem do grupo C (figura 21). A expressão de AKT total e da forma 

fosfotilada (pAKT) não apresentou diferenças entre os grupos, bem como na razão 

entre a forma fosforilada e a total (figura 22).  
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Figura 21 - Expressão proteica por western blotting de substrato do receptor de 

insulina 1 (IRS1), ácido graxo sintase (FAS) e acetil-CoA carboxilase 

(ACC) no tecido adiposo periepididimal (PE) de animais não diabéticos 

(C) e diabéticos sem tratamento (D) ou tratados com melatonina (M). 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 3). *Estatisticamente diferente do grupo C 
(p<0,05). ** Estatisticamente diferente do grupo D (p<0,05). Teste ANOVA One-Way seguido de 
Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 22 - Expressão proteica por western blotting de AKT total e a forma 
fosforilada da AKT (pAKT) no tecido adiposo periepididimal (PE) de 
animais não diabéticos (C) e diabéticos sem tratamento (D) ou 
tratados com melatonina (M). No painel inferior, a razão entre a pAKT 
e a AKT total. 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 3). Não houve diferença estatística entre os 
grupos. Teste ANOVA One-Way seguido de Tukey. 
Fonte: Oliveira (2012). 
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4.10 Expressão gênica por PCR em tempo real (qPCR) no tecido periepididimal 

(PE) 

  

Apesar de os animais diabéticos não apresentarem alteração significativa na 

expressão dos genes avaliados em relação aos animais não diabéticos, os animais 

diabéticos tratados com melatonina apresentaram uma expressão significantemente 

maior (p<0,05) de receptor de insulina e C/EBP em relação ao grupo controle (C) e 

expressão de FAS significantemente (p<0,05) maior que a do grupo diabético (D). 

Quando associado com pioglitazona, o tratamento com melatonina aumentou 

significantemente (p<0,05) a expressão de C/EBP e G6PDH em relação ao grupo 

C. Em relação à expressão de C/EBP, pôde-se observar uma redução, embora 

não estatisticamente diferente, no grupo M e MP em relação ao grupo C (figuras 23 

e 24). 

 Não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos na expressão 

gênica de receptor de andrógeno, HSL, perilipina, adiponectina, leptina, FABP e 

PPAR (figuras 23 e 24). 
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Figura 23 - Expressão gênica por qPCR de Receptor de andrógeno, Lipase 

Hormônio Sensível (HSL), Perilipina, Receptor de Insulina, C/EBP e 

C/EBP no tecido adiposo periepididimal (PE) de animais não 
diabéticos (C) e diabéticos sem tratamento (D) e tratados com 
melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazona (MP). 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 4 a 5 animais por grupo). *Estatisticamente 
diferente do grupo C (p<0,05). Teste ANOVA One-Way seguido de Tukey (n de 4 a 5 animais por 
grupo). 
Fonte: Oliveira (2012). 
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Figura 24 - Expressão gênica por qPCR de Ácido Graxo Sintase (FAS), Glicose-6-
Fosfato Desidrogenase (G6PDH), Adiponectina (AdipoQ), Leptina, 

Proteína de ligação de Ácidos Graxos (FABP) e PPAR no tecido 
adiposo periepididimal (PE) de animais não diabéticos (C) e diabéticos 
sem tratamento (D) e tratados com melatonina (M) ou melatonina 
associada com pioglitazona (MP). 
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Os valores estão expressos como média ± EPM (n = 4 a 5 animais por grupo). *Estatisticamente 
diferente do grupo C (p<0,05). ** Estatisticamente diferente do grupo D (p<0,05). Teste ANOVA One-
Way seguido de Tukey (n de 4 a 5 animais por grupo). 
Fonte: Oliveira (2012). 
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5 DISCUSSÃO 

 

O tratamento precoce e prolongado com melatonina preveniu parcialmente a 

instalação da desordem metabólica, com maior controle da glicemia e melhora da 

sensibilidade à insulina, levando a um controle glicêmico mais sustentado nos 

animais diabéticos, como se pôde ver pelos valores de glicemia semanal, medida 

pela manhã, de animais alimentados, e pelo menor grau de glicação das proteínas 

do soro refletida pela determinação de frutosamina. Com o tratamento com 

melatonina, além da melhora da glicemia, observou-se redução da polidipsia e da 

polifagia que havia se exacerbado em ratos diabéticos a partir da 8a semana de 

vida. A associação com pioglitazona não promoveu melhora adicional ao tratamento 

com melatonina. 

Em estudo prévio (Takada et al., 2007), foi demonstrada uma correlação 

entre a perda de gordura e resistência à insulina característica desse modelo, e que, 

com as terapias com antidiabéticos (insulina ou pioglitazona) com início precoce (ao 

desmame), houve melhorias significativas no perfil metabólico (Takada et al. 2008). 

A metformina teve pouco ou nenhum efeito em recuperar a massa adiposa. Apesar 

de ter promovido melhora na resistência à insulina, a metformina foi ineficaz em 

normalizar o estado metabólico de ratos diabéticos. Esses trabalhos sugerem 

fortemente que a recuperação trófica e funcional do tecido adiposo é um 

componente muito importante na recuperação da sensibilidade à insulina e do 

quadro clínico-laboratorial geral dos animais diabéticos. 

Curiosamente, no presente estudo, a melhora da resistência à insulina 

promovida pelo tratamento com melatonina ocorreu independentemente do aumento 

da massa de gordura, uma vez que os animais tratados tiveram menor ganho de 

peso e de massa adiposa, à semelhança dos animais diabéticos. Uma possível 

explicação para a menor expansão da massa adiposa nos animais induzidos 

neonatalmente ao diabetes seria a redução no surto de incremento da adiposidade 

corporal, especialmente durante a puberdade (Hietanen et al., 1977; Herrera et al., 

2000). Foi demonstrado previamente (Takada et al., 2007) que animais diabéticos 

induzidos neonatalmente por STZ apresentaram menor celularidade no tecido 

adiposo epididimal, e que a menor massa de tecido adiposo foi recuperada pela 

insulinoterapia ou por pioglitazona, mas não por metformina. No presente estudo, a 
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melhora da resistência à insulina não foi acompanhada pelo aumento da 

celularidade do tecido adiposo, mas devido à própria ação da melatonina para 

melhorar a resposta celular à insulina, provavelmente por aumentar a amplitude de 

sua sinalização intracelular. Recentemente foi demonstrado que a melatonina 

desempenha um papel inibitório na diferenciação de pré-adipócitos 3T3-L1, em 

cultura, impedindo C/EBPβ (fator nuclear que atua precocemente na diferenciação 

de adipócitos) de intensificar a expressão gênica de C/EBP e PPAR, fatores 

mestres da finalização da adipogênese (Alonso-Vale et al., 2009). Entretanto, 

recentemente foi demonstrado que a melatonina, na concentração de 1mM por 72 

horas, no 10º dia de diferenciação, aumentou a expressão gênica de C/EBP e 

PPAG em células 3T3-L1 (González et al. 2012).  

Adipócitos isolados de ratos pinealectomizados apresentaram menor 

tolerância à glicose e menor sensibilidade à insulina em relação aos animais 

controle (Alonso-Vale et al., 2004; Lima et al., 1998). Em outro estudo com 

adipócitos isolados e intermitentemente expostos à melatonina em cultura primária 

(12/12h), foi demonstrado que, durante a presença de melatonina no meio (um 

procedimento para simular noite no meio de cultura), os adipócitos responderam 

mais intensamente à insulina do que na ausência de melatonina (Alonso-Vale et al., 

2008). Portanto, esse estudo mostrou que há um sinergismo entre melatonina e 

insulina nos adipócitos modulando a resposta biológica. Esse efeito corrobora com 

nossos resultados, embora, paradoxalmente, outros estudos mostraram que a 

melatonina inibe a secreção de insulina por ilhotas pancreáticas isoladas 

(Rasmussen et al. 1999; Wolden-Hanson et al. 2000; Rasmussen et al. 2001). O 

efeito da melatonina sobre a secreção de insulina ocorre devido a uma redução dos 

níveis de AMPc, através de receptores MT1, embora possa regular o crescimento e 

a diferenciação das ilhotas pancreáticas, ativando vias de sinalização de receptores 

de insulina e IGF1 (Picinato et al., 2008). Nossos dados mostram que, embora os 

animais tratados com melatonina apresentem níveis de insulina semelhante aos 

animais do grupo de diabéticos e significativamente menores do que controles, o 

índice HOMAir do grupo M foi estatisticamente inferior ao do grupo D, indicando 

maior sensibilidade à insulina desses animais. Nossos resultados são consistentes 

com um estudo anterior, em que o tratamento com melatonina (10 mg/kg, ip) por 
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duas semanas, melhorou a resposta à insulina de ratos diabéticos induzido por dieta 

com alto teor de gordura (Shieh et al., 2009). 

A estreptozotocina (STZ) induz lesão nas células  pancreáticas por 

mecanismos já bem descritos (Weiss, 1982; Junod et al., 1969). Quando injetada no 

período neonatal, a STZ promove uma destruição parcial das ilhotas que reduz sua 

capacidade de secreção de insulina estimulada pela glicose como visto no grupo D. 

Apesar de existirem estudos que mostram um efeito protetor da melatonina sobre 

lesão das células  pancreáticas pela STZ (Yavuz et al., 2003), no presente estudo, 

o tratamento com melatonina e a associação com piogloitazona a partir da 4ª 

semana pós-STZ não restauraram a capacidade de secreção de insulina das ilhotas 

de animais diabéticos. No entanto, animais tratados com melatonina, apesar de 

apresentarem secreção de insulina prejudicada e menores níveis de insulina 

plasmática, apresentaram melhor sensibilidade à insulina e controle da glicemia 

durante o tratamento. 

A adiponectina, uma adipocina conhecida por aumentar a sensibilidade à 

insulina no fígado e no músculo esquelético, via ativação por AMPK e PPARα 

(Yamauchi et al., 2002), também foi determinada. O tratamento com melatonina, 

associada ou não com a pioglitazona, aumentou a concentração plasmática de 

adiponectina nos animais diabéticos para valores semelhantes aos observados nos 

controles. Isto sugere que a melhora na tolerância à glicose e na resistência à 

insulina deveu-se, pelo menos em parte, à maior secreção de adiponectina pelo 

tecido adiposo. Essa descoberta traz mais implicações, uma vez que a adiponectina 

tem outros efeitos benéficos que são particularmente importantes para o diabetes 

como antiaterogênese (Fasshauer et al., 2004, Lam; Xu, 2005), hepatoproteção (Xu 

et al. 2003, Masaki et al. 2004), redução do risco cardiovascular (Shibata et al., 

2004, Liao et al., 2005), entre outros. Com o objetivo de avaliar se o menor nível de 

adiponectina observado nos animais diabéticos se deve a uma menor expressão 

gênica, avaliamos a expressão desse gene no tecido adiposo PE. Foi observado 

que, pelo menos nesse tecido, não houve redução da expressão relativa do gene da 

adiponectina, sugerindo uma alteração pós-transcricional ou até mesmo na 

secreção dessa adipocina. Entretanto, não podemos descartar a possibilidade de 

alterações na expressão do gene da adiponectina em tecidos adiposos de outros 

territórios. 
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Observou-se um significativo hipogonadismo em animais diabéticos. Como 

descrito anteriormente em outros trabalhos, essa disfunção gonadal é devido a 

mudanças na função testicular e no eixo hipotálamo-hipófise-gonada (HPG) 

encontradas em modelos de diabetes induzido por STZ (Ballester et al., 2004; 

Bestetti et al., 1985). O tratamento com melatonina retardou o desenvolvimento 

puberal normal, exacerbando o hipogonadismo. O efeito da melatonina sobre a 

inibição do eixo HPG foi bem descrito em roedores (Malpaux et al., 2001; Maywood 

et al., 1995) e, provavelmente, ocorre através da expressão de KISS1, levando à 

inibição dos neurônios GnRH-érgicos (Ansel et al., 2010). Nos seres humanos, há 

aumento da resistência à insulina durante a puberdade em crianças normais (Goran; 

Gower, 2001), mas esse evento ainda não tem sido bem estudado em ratos ainda. 

Supõe-se que esse aumento fisiológico da resistência à insulina associada ao 

desenvolvimento puberal pode estar relacionado com o agravamento da diabetes 

que se observa nos animais diabéticos. Portanto, suge-se que o tratamento 

prolongado com melatonina e iniciado precocemente pode ter retardado ainda mais 

o início da puberdade e, consequentemente, contribuído para a pouca resistência à 

insulina e prevenção do agravamento do diabetes. 

Nossos resultados demonstraram que os grupos D, M e MP além de 

apresentarem redução significativa nos níveis plasmáticos de testosterona, 

apresentaram também redução significativa nos níveis de leptina comparados ao 

grupo C (Figura 13B). Já foi demonstrado previamente pelo nosso grupo que 

adipócitos isolados expostos intermitentemente à melatonina aumentaram a 

liberação de leptina (Alonso-Vale et al., 2005). Além disso, pacientes não diabéticos 

tratados com melatonina também apresentaram altos níveis plasmáticos de leptina 

(Celinski et al., 2011). No entanto, a hipoleptinemia observada nos animais 

diabéticos (tratados e não tratados) no presente trabalho ocorreu, provavelmente, 

como uma consequência da intensa e generalizada redução da gordura corporal 

observada nesses animais, uma vez que a leptinemia é diretamente proporcional à 

massa adiposa (Mcgregor et al., 1996; Considine et al., 1996; Lönnqvist et al., 

1997). Essa correlação direta também foi observada em nossos animais quando foi 

feita a correlação entre leptinemia e o somatório dos 3 coxins adiposos (SC, PE e 

RP) como observado na figura 13C. Além disso, outros estudos também já 

demonstraram uma redução nos níveis plasmáticos de leptina, juntamente com 

perda de massa adiposa, em animais tratados com melatonina (Rasmussen et al., 
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1999; Ríos-Lugo et al., 2010). Além dessas evidências supracitadas, quando 

quantificamos a expressão do gene da leptina no tecido adiposo PE, observamos 

que não houve diferença estatística entre os grupos, mostrando que a melatonina 

não interferiu na expressão de leptina, pelo menos nesse tecido, reforçando ainda 

mais nossa hipótese. Ressalta-se ainda que a leptina está relacionada ao 

desenvolvimento e maturação do sistema reprodutor (Clément et al., 1998) e a 

hipoleptinemia observada nos animais diabéticos (com ou sem tratamento) também 

contribuiu para o hipogonadismo desses animais. 

Com a finalidade de avaliar se esse efeito sensibilizador do tratamento com a 

melatonina se deve a uma melhor responsividade à insulina do tecido adiposo, nós 

investigamos o efeitos dos tratamentos sobre o metabolismo do adipócito isolado 

proveniente dos 3 coxins adiposos (SC, PE e RP). Foi observado que os coxins 

adiposos dos animais tratados somente com melatonina ou associada com 

pioglitazona apresentaram boa responsividade e sensibilidade à insulina, o que não 

ocorreu no grupo D. Dados publicados anteriormente demonstram esse efeito 

sensibilizador em cultura primária de adipócitos isolados quando a melatonina é 

adicionada ao meio (Alonso-Vale et al. 2008). O tecido adiposo RP dos animais 

tratados com melatonina associada com melatonina associada a pioglitazona 

apresentou uma resposta à insulina significativamente maior que o grupo C e D, 

sugerindo que o coxim RP apresenta maior responsividade ao tratamento com 

pioglitazona que os outros dois coxins (SC e PE). A insulina na célula adiposa ativa 

sua via de sinalização resultando, entre outras coisas, na translocação de 

transportadores de glicose do tipo 4 (Glut 4), aumentando a densidade desses 

transportadores na membrana plasmática (Watson, Pessin 2001). A densidade de 

de Glut 4 por cm2 pode ser inferida pela quantificação de 2-DG captada por unidade 

de área de membrana (pmol/cm2). Dessa forma, pode-se concluir que a melhora da 

sensibilidade a insulina resultante do tratamento com melatonina ou da sua 

associação com pioglitazona foi devido, pelo menos em parte, à maior translocação 

de Glut 4 para membrana plasmática em resposta à insulina. Takada et al. (2008) 

demonstrou que animais diabéticos tratados com pioglitazona apresentaram 

melhora na captação de glicose basal e máxima, e esse efeito foi atribuído a uma 

maior expressão gênica e protéica de Glut 4 em adipócitos PE. 

Resultados semelhantes foram obtidos quando foram realizados testes de 

incorporação de glicose em TAG e a sua oxidação. Os coxins adiposos PE e RP 
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dos animais diabéticos apresentaram menor resposta à insulina para ambos os 

efeitos, e o tratamento com melatonina recuperou a resposta e, no caso da sua 

oxidação no tecido PE, a taxa basal foi estatisticamente maior que a do grupo D. 

Interessantemente, a associação de melatonina com pioglitazona promoveu 

melhora ainda mais intensa dessas capacidades e significativamente superiores às 

do grupo D nos 3 coxins adiposos. No tecido SC,em relação à oxidação da glicose, 

não houve diferenças estatísticas entre os grupos. Nos dois testes supracitados, a 

resposta que se determina independe do grau de captação de glicose e 

consequentemente, independe da translocação de Glut 4, pois sendo a 

concentração de glicose (2 mM no meio de incubação neste ensaio) inferior ao Km 

do Glut 4, ela passa a ser o fator limitante da quantidade de glicose captada. 

(Wheeler, Hinkle 1985). Ao limitarmos o aporte de glicose à célula, como as 

alterações no ritmo de sua metabolização passam a depender da atividade 

enzimática da célula, pode-se analisar o efeito da insulina sem a influência do 

montante de glicose captada.  Dessa forma, podemos afirmar que a melhora da 

sensibilidade a insulina promovida pelos tratamentos se deveu, também, a uma 

melhora da cascata de sinalização da insulina, que promoveu maior ativação das 

enzimas oxidativas e lipogênicas quando na presença de insulina.  

É importante ressaltar que o efeito do tratamento com melatonina associada 

com a pioglitazona foi mais proeminente em todos os tecidos tanto no ensaio de 

incorporação de glicose como no de oxidação. A nossa hipótese é que esse 

incremento no efeito se deva principalmente a ação da pioglitazona, uma droga 

conhecida por promover aumento da sensibilidade e melhora da resistência à 

insulina, inclusive no tecido adiposo (Heald; Cawthorne, 2011). A pioglitazona, 

pertencente à classe das tiazolidinedionas (TZDs) que agem como agonistas de 

PPAR (Heald; Cawthorne, 2011), é classicamente utilizada no tratamento de 

paciente com diabetes. Estudo recente publicado pelo nosso grupo demonstrou que 

o tratamento de animais diabéticos (mesmo modelo do presente estudo) com 

pioglitazona promoveu recuperação da capacidade de incorporar glicose em lipídios 

e oxidá-la, sendo o efeito mais proeminente na capacidade de oxidar a glicose em 

CO2 (Takada et al., 2008). Um efeito indesejado do tratamento com pioglitazona é o 

ganho de peso e de adiposidade corporal (McLaughlin et al., 2010). Um achado 

interessante do presente estudo foi o fato de que, apesar de o tratamento com 
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melatonina associada com a pioglitazona ter melhorado a resposta metabólica do 

tecido adiposo de animais diabéticos, não houve ganho no peso corporal, nem 

aumento do peso dos coxins e do tamanho dos adipocitos SC, RP e PE desses 

animais. 

Por fim, no teste de atividade lipolítica, realizado no tecido PE, bservamos 

que os animais diabéticos apresentaram um atividade lipolítica espontânea 

estatisticamente menor que a dos animais do grupo C e, somente quando associada 

com pioglitazona, a melatonina foi capaz de recuperar essa capacidade basal. 

Nosso grupo demonstrou que a melatonina presente no meio de cultura primária de 

adipócitos foi capaz de inibir a atividade lipolítica basal e estimulada com 

isoproterenol sem interferir na expressão gênica da enzima lipolítica HSL (Alonso-

Vale et al., 2008). No presente trabalho, também não observamos alteração na 

expressão de HSL nos animais diabéticos tratados ou não em relação aos animais 

controles. Em outro trabalho, Takada et al., (2008) demonstrou que animais 

diabéticos tratados com pioglitazona recuperaram a capacidade lipolítica basal 

deixando-a maior que a do grupo controle, e a estimulada com isoproterenol foi 

maior que a dos animais diabéticos e semelhante a do grupo controle. Dessa forma, 

podemos concluir que a melatonina impediu que a pioglitazona aumentasse ainda 

mais a capacidade lipolítica basal, porém sozinha não foi capaz de recuperar esta 

resposta, e que a redução na resposta lipolítica dos animais diabéticos tratados ou 

não com melatonina não está relacionada à expressão de HSL e perilipina. 

A fim de investigar um possível mecanismo de ação do efeito da melatonina 

sobre a melhora da responsividade à insulina no tecido adiposo, foi realizado a 

avaliação da expressão proteica por western botting no coxim PE. Nossos achados 

mostram que a quantidade de IRS1 no grupo D foi menor que os ratos controles, 

entretanto, os animais diabéticos tratados com melatonina apresentaram a 

expressão dessa proteína semelhante aos animais não diabéticos. O IRS-1 é uma 

proteína de 180 kDa que é fosforilada em resíduos tirosina pelo receptor de insulina, 

resultando no recrutamento de várias proteínas que promovem a transdução do 

sinal. O IRS-1 tem vários resíduos de tirosinas e de serina/treonina que são sujeitos 

à fosforilação por cinases de proteínas de várias cascatas de sinalização. 

Geralmente, a fosforilação em tirosina do IRS1 aumenta a sinalização de insulina e 

a fosforilação em serina/treonina diminui a ação da insulina. Assim, através do seu 

estado de fosforilação, bem como os seus níveis totais, IRS-1 integra sinais a partir 
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de múltiplas cascatas de sinalização para estabelecer a capacidade de resposta 

global da célula à insulina (White, 2002). A regulação transcricional do IRS-1 é 

complexa e não totalmente descrita, e os intermediários moleculares responsáveis 

pela redução do IRS-1 níveis de mRNA no tecido adiposo nos animais diabéticos 

induzidos por STZ no período neonatal não estão definidos e merecem melhor 

investigação. Os níveis de IRS-1 também são determinados pela degradação da 

proteína pelo sistema ubiquitina-proteassoma (Sun et al., 1999). Anhê et al. (2004) 

demonstrou que a melatonina ativa a via do IRS1/Akt em hipotálamo de ratos, 

independente da estimulação com insulina. Um mecanismo semelhante foi descrito 

em células de músculo esquelético C1/C2 (Ha et al., 2006). No presente trabalho, o 

aumento na expressão de IRS1 observado no tecido adiposo PE dos animais 

diabéticos tratados com melatonina explica, pelo menos em parte, a melhor 

responsividade à insulina observada nos animais do grupo M. 

Além da redução na expressão de IRS1, os animais diabéticos também 

apresentaram uma redução significativa na expressão de ACC e FAS, duas enzimas 

envolvidas na síntese de ácidos graxos, que foi recuperada pelo tratamento com 

melatonina. A ACC é uma enzima citosólica que promove a carboxilação do acetil-

CoA citosólico em malonil-CoA, que é a etapa inicial da síntese do ácido graxo. O 

processo de fosforilação/desfosforilação da ACC pela AMPK exerce um papel 

crucial no controle da atividade dessa enzima (Winder, 2001; Munday, 2002). Em 

relação à FAS, embora o principal mecanismo regulatório para essa enzima ocorra 

a nível transcricional, outros mecanismos pós-trancricionais também contribuem 

para a atividade dessa enzima (Katsurada et al., 1990; Kim et al., 1992). Esse 

achado reforça a nossa hipótese de que o tratamento com melatonina aumenta a 

expressão e/ou ativação de enzimas envolvidas no processo de lipogênese de novo 

e na oxidação da glicose.  

Quando avaliamos a expressão gênica da FAS, podemos observar que, 

apesar de os animais diabéticos não apresentarem uma redução estatisticamente 

significante em relação aos animais não diabéticos, os animais diabéticos tratados 

com melatonina apresentaram a expressão dessa enzima estatisticamente maior 

que a dos animais diabéticos não tratados (grupo D) (figura 23). Esse resultado, 

analisado em conjunto com a expressão proteica e os ensaios de incorporação de 

glicose em lipídios, sugere que os animais diabéticos apresentam alguma alteração 
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pós-transcicional na expressão da FAS no tecido PE, que foi compensada pelo 

aumento na expressão gênica nos animais diabéticos tratados com melatonina. 

Outro resultado interessante no presente estudo foi o aumento da expressão 

de C/EBP nos animais diabéticos tratados com melatonina. Já é bem descrito e 

tem sido exaustivamente estudado o papel do C/EBP na diferenciação do tecido 

adiposo (Freytag, Paielli, Gilbert 1994; Lin, Lane, 1994). Entretanto existe um papel 

metabólico desse fator de transcrição no tecido adiposo que ainda não é totalmente 

compreendido. No fígado, já é bem estabelecido que C/EBP é um importante 

regulador do metabolismo da glucose e dos lipídios e modula a expressão de genes 

envolvidos na gliconeogênese, no estoque de glicogênio e metabolismo de lipídios 

(Wang et al., 1995; Inoue et al., 2004) de tal forma que a redução na sua expressão 

no fígado pode resultar em prejuízo na tolerância à glicose (Inoue et al., 2004). No 

tecido adiposo, vários genes alvos para C/EBP foram identificados, incluindo a 

adipoQ, 11- hidroxiesteroide desidrogenase (11- HSD), diacilglicerol 

aciltransferase (DGAT), receptor -3 adrenérgico, GLUT4 e leptina (Payne et al., 

2007; Qiao et al., 2005; Hollenberg et al., 1997; Hemati et al., 1997; Dixon et al., 

2001; Gout et al., 2006). Além disso, alguns estudos sugerem que a expressão de 

IR e IRS-1 pode ser ativada por C/EBP, uma vez que existe sítio de ligação para 

C/EBP na região promotora de ambos, IR e IRS-1 (McKeon, Pham, 1991; Webster 

et al., 1994; Matsuda et al., 1997) e que IR e IRS-1 podem ser particularmente 

sensíveis à redução da isoforma  do C/EBP (Wu et al., 1999). Desta forma, a 

expressão gênica aumentada de C/EBP nos animais diabéticos tratados com 

melatonina pode está relacionada ao aumento na expressão gênica de IR e proteica 

de IRS-1 no tecido adiposo PE desses animais e, consequentemente, à melhor 

responsividade à insulina desse tecido. 

Em conclusão, o tratamento com melatonina e a sua associação com 

pioglitazona foram capazes de melhorar as alterações metabólicas no modelo de 

diabetes neonatal induzida por STZ, melhorando a resistência à insulina e, 

consequentemente, um controle mais duradouro da glicemia. A melhora da 

resistência à insulina se deveu, pelo menos em parte, à melhora da sensibilidade à 

insulina nos coxins adiposos SC, PE e RP. Nossos resultados indicam que a 

melatonina deve ser pensada como uma terapia potencial adjuvante para pacientes 
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diabéticos. No entanto, é preciso cuidado ao usá-la nos pré-adolescentes 

diabéticos. 
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6 CONCLUSÕES 

 
Os animais diabéticos tratados com melatonina apresentaram, em relação 

aos ratos diabéticos não tratados: 

 Melhora do quadro de polifagia e polidipsia. 

 Melhor controle glicêmico durante todo o período de tratamento. 

 Melhor tolerância à glicose durante o teste oral de tolerância à glicose e 

melhor sensibilidade à insulina no teste de tolerância à insulina intravenoso. 

 Redução no ganho de peso nas primeiras semanas de tratamento, porém 

sem alteração do peso final. 

 Massa adiposa e tamanho dos adipócitos dos coxins subcutâneo, 

periepididimal e retroperitoneal semelhantes. 

 Secreção de insulina pela ilhota semelhante. 

 Comprometimento do desenvolvimento das estruturas sexuais. 

 Concentração plasmática de insulina, leptina e testosterona semelhante. 

 Maior concentração plasmática de adiponectina. 

 Melhor responsividade à insulina no tecido adiposo subcutâneo, 

periepididimal e retroperitoneal. 

 Aumento da expressão proteica de IRS1, FAS e ACC e na expressão gênica 

de IR, C/EBP e FAS. 

 

O tratamento com a melatonina associada com pioglitazona promoveu efeitos 

semelhantes ao tratamento somente com melatonina. 
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