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RESUMO

Oliveira AC. O tratamento com melatonina, associado ou n&o a pioglitazona,
melhora a resposta metabodlica do tecido adiposo em ratos diabéticos. [Tese
(Doutorado em Fisiologia Humana)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, 2012.

Diabetes mellitus € uma doenca resultante da baixa sensibilidade a insulina
ou insuficiéncia da célula beta pancreatica ou da associacao dos dois fatores. Ratos
com diabetes induzida por estreptozotocina durante o periodo neonatal no quinto dia
de idade desenvolvem o quadro diabético classico de hiperglicemia,
hipoinsulinemia, polidria, polidipsia agravada pela resisténcia a insulina na vida
adulta. Neste estudo, foi investigado se o efeito de longo prazo do tratamento com
melatonina e a sua associacdo com a pioglitazona pode melhorar a resisténcia a
insulina e outras desordens metabdlicas nesses animais. Apés o desmame, 0S
animais foram divididos nos seguintes grupos: grupo controle (C) - animais
saudaveis controle; grupo diabético (D) - animais diabéticos sem tratamento
adicional; grupo melatonina (M) - ratos diabéticos tratados com melatonina
(Img/kg); grupo melatonina mais pioglitazona (MP) - ratos diabéticos tratados com
melatonina (1mg/kg) e pioglitazona (5mg/kg). Quando adultos (122 semana de
idade) animais foram sacrificados e o0s tecidos adiposos subcutaneos (SC),
epididimal (EP) e retroperitoneal (RP) foram retirados, pesados e processados para
isolamento dos adipdcitos para avaliar a taxa de captacao de glicose, oxidacdo de
glicose e incorporacdo em lipidios. Amostras de sangue foram coletadas para
dosagens bioquimicas. Tratamento com melatonina, associada ou ndo com
pioglitazona, reduziu a hiperglicemia, polidipsia e polifagia, assim como a resisténcia
a insulina, como demonstrado por KITT e HOMA. No entanto, o tratamento com
melatonina ndo conseguiu recuperar a deficiéncia de peso corporal, da massa de
gordura e tamanho dos adip6citos de animais diabéticos. Os niveis de adiponectina
e frutosamina foram completamente recuperados pelo tratamento com melatonina,
associada ou ndo com pioglitazona, enquanto nem o nivel de insulina plasmatica,
nem a capacidade de secrecdo 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 néo tratados. O tratamento com melatonina, associado ou ndo a
pioglitazona, melhorou a responsividade dos adipécitos a insulina dos animais
diabéticos, como mostrado no teste de captacdo de glicose (SC, PE e PR), nos
testes de oxidacdo da glicose e incorporacdo de glicose em lipidos (PE e RP), um
efeito que parece ser parcialmente relacionado com um aumento da expressao de
substrato receptor de insulina 1 (IRS1), acetil-coenzima-A carboxilase (ACC) e acido
graxo sintase (FAS). Os animais do grupo D apresentaram menor capacidade basal
lipolitica no tecido PE em relagdo ao grupo C, enquanto o tratamento com
melatonina associada a pioglitazona foi capaz de restaurar essa capacidade.
Finalmente, os animais tratados com melatonina mostraram expressdo génica
aumentada de IR, C/EBPa e FAS, e o grupo MP mostraram expressdo génica
aumentada de G6PDH e C/EBPa. Em concluséo, o tratamento com melatonina foi
capaz de atenuar as anormalidades metabdlicas neste modelo de diabetes,
incluindo a resisténcia a insulina, e promoveu um controle glicémico a longo prazo.

Palavras-chaves: Diabetes. Melatonina. Tecido Adiposo.



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 Sdo 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 (12™ 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 K+ and HOMA;.. 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/EBPa and FAS, and group MP showed
increased gene expression of G6PDH and C/EBPa. 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 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca complexa e de origem multifatorial
associada a elevada taxa de mortalidade, morbidade e perda na qualidade de vida,
em decorréncia de suas complicacdes que afetam diversos 6rgaos e sistemas do
organismo. Um estudo realizado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
demonstrou que 30 a 45% dos diabéticos apresentam retinopatia, 10 a 20%
desenvolvem nefropatia, 20 a 35% desenvolvem neuropatia e 10 a 25% sé&o
portadores de doencas cardiovasculares, a principal causa de morte entre 0s
diabéticos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 1997).

A incidéncia de Diabetes Mellitus vem aumentando dramaticamente nas
Ultimas duas décadas, atingindo proporcdes epidémicas em paises industrializados
e em desenvolvimento. Em 1985, 30 milhdes de diabéticos foram diagnosticados no
mundo todo. Em 10 anos, esse numero aumentou para 135 milhdes (representando
cerca de 3% da populacdo mundial) e projecdes indicam que a incidéncia de
diabetes ira aumentar em 42%, atingindo, assim, 300 milhdes de pessoas em 2025
(Winer, Sowers, 2004). Desta forma, é considerada como uma doenca com
consequéncias devastadoras para a economia e, portanto, uma das principais
ameacas para a saude publica no século 21.

O diabetes esta estreitamente relacionado com doencas micro e
macrovasculares, sugerindo, assim, uma via fisiolégica comum que envolve
resisténcia a insulina e fatores de risco convencionais, como hipertensédo e
dislipidemias. De fato, a resisténcia periférica a acao da insulina esta associada a
um grupo de fatores de risco para doencas cardiovasculares, denominado de
sindrome metabdlica. As principais caracteristicas dessa sindrome incluem:
obesidade central (visceral), dislipidemias (caracterizadas pela
hipertriacilglicerolemia, reduzidos niveis de HDL-colesterol e elevados niveis de
LDLcolesterol), hiperglicemia e hipertensao arterial (Mcfarlane, 2001).

O padrédo de distribuicdo da gordura corporal também apresenta forte
correlacdo com o DM, onde a adiposidade visceral, mesmo na auséncia de
obesidade clinica, € considerada como um importante indicador da presenca de
resisténcia a insulina e hiperinsulinemia (Matsuzawa et al., 1992). Alguns trabalhos
demonstraram que individuos que desenvolveram diabetes ja apresentavam

adiposidade visceral acima do normal e outros tiveram aumento dela
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acompanhando o desenvolvimento da doenca (Bergstrom et al., 1990; Chen et al.,
1995; Fujimoto, 2000).

Embora exista essa forte correlacdo entre obesidade e resisténcia a insulina,
outros trabalhos demonstraram que a falta de tecido adiposo também pode
desencadear sérias complicacbes metabdlicas. As lipodistrofias representam um
grupo heterogéneo de desordens do tecido adiposo caracterizadas pela falta
seletiva de gordura em vérias partes do corpo (Foster, 1998). A auséncia/perda de
gordura pode variar desde depressdes subcutaneas bem marcadas (lipodistrofias
localizadas) até extensas e espalhadas, com auséncia quase completa de gordura
corporal (lipodistrofia generalizada). Este ultimo tipo de lipodistrofia também tem seu
quadro agravado pela presenca de severa resisténcia a insulina,
hipertriacilglicerolemia, DM em idade precoce e figado gorduroso (esteatose
hepatica ndo alcodlica) decorrentes da auséncia de tecido adiposo (Garg, 2011).

Na ultima década, um grande numero de trabalhos vem demonstrando que o
papel fisiolégico do tecido adiposo ndo se restringe apenas ao balanco energético,
isolamento térmico e protecdo contra choques mecanicos, mas também um papel
enddcrino importante. A descoberta de que o tecido adiposo secreta diversos
fatores e de suas relacbes diretas e indiretas em processos que contribuem na
aterosclerose, hipertensdo arterial, resisténcia a insulina e DM demonstram uma
relacdo intima entre adiposidade, sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares,
assim como o papel enddcrino do tecido adiposo modulando o comportamento
funcional do proprio tecido e de outros, criando mecanismos de feedback entre eles
(Hermsdorff,Monteiro, 2004).

A funcdo secretora é uma importante caracteristica do tecido adiposo. A
identificacdo da leptina em 1994 (Zhang et al., 1994) levou ao reconhecimento geral
do tecido adiposo como possuidor de uma importante funcdo enddcrina,
sintetizando e secretando proteinas com atividades bioldgicas. Essas proteinas
foram denominadas inicialmente de “adipocitocinas” em 1999 (Funahashi et al.,
1999) e atualmente sdo conhecidas por adipocinas, secretadas ndo somente pelos
adipdcitos, mas também por outras células do estroma vascular (Funahashi et al.,
1999; Frayn et al., 2003). Uma grande quantidade dessas proteinas foram e ainda
sdo atualmente identificadas e suas origens atribuidas ao tecido adiposo. A funcéo
endocrina do tecido adiposo é bem ilustrada pela secrecdo de leptina e

adiponectina, ambas possuindo um importante impacto no metabolismo energético.
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A leptina € um horménio com 16 kD secretado principalmente pelo tecido
adiposo que regula crescimento, metabolismo e comportamento (Barb et al., 2001;
Trayhurn, 2005). Possui acédo sobre o hipotdlamo, modulando o peso corporal, a
ingestao de alimentos e o estoque de lipidios (Lord et al., 1998; Friedman, Halaas,
1998 Friedman, 2002). Existe uma correlacao linear positiva (r = 0,8) entre o0s niveis
plasmaticos de leptina e adiposidade corporal (Lonngvist et al., 1997) e a secrecao
de leptina pode ser 7 vezes maior em individuos obesos quando comparados com
individuos magros (Fried et al., 2000). Outros tecidos também expressam leptina,
como a placenta (Hassink et al., 1997; Masuzaki et al., 1997), mucosa do fundo
gastrico (Bado et al., 1998; Sobhani et al., 2000), musculo esquelético (Wang et al.,
1998) e células do epitélio mamario (Smith-Kirwin et al., 1998).

A leptina possui acdo em diversos tecidos periféricos via ligagdo com seu
receptor Ob-R que é um membro da familia 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 areas que controlam a ingestdo alimentar no hipotalamo (Tartaglia, 1997), mas
também é encontrada em varios tecidos periféricos, incluindo o tecido adiposo
(Gallardo et al., 2005), placenta (Bodner et al. 1999), medula adrenal (Cao et al.,
1997), figado (Briscoe et al., 2001), célula beta pancreatica (Emilsson et al., 1997),
pulmdo (Tsuchiya et al.,, 1999), células intestinais (Morton et al. 1998), células
mononucleares sanguineas (Sanchez-Margalet, Martin-Romero, 2001), condrdcitos
articulares (Figenschau et al., 2001), coracdo (McGaffin et al., 2008) e musculo
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 estdo presentes em concentracdo relativamente baixa no
hipotalamo, 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 hipotalamo a leptina age informando o estado da reserva energética
(Frederich et al., 1995) através da supressédo da atividade da AMP-activated protein
kinase (AMPK) no hipotdlamo medial exercendo efeito anoréxico e de perda de
peso (Minokoshi et al., 2004). Essa inibicdo da AMPK ativa a acetil coenzima-A

carboxilase (ACC) no nucleo argueado e paraventricular do hipotalamo (Gao et al.,
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2007). Essa ativacdo da ACC leva a um aumento nos niveis de malonil-CoA,
especialmente no ndcleo arqueado, e um aumento nos niveis de Palmitoil-CoA,
especialmente no nucleo paraventricular, o que promove uma reducao nos peptidios
orexigénicos neuropeptidio Y (NPY) e Agouti-related protein (AgRP), levando uma
reducdo na ingestdo de alimentos (Gao et al., 2007). Além disso, a infusdo de
leptina no hipotalamo mediobasal de ratos inibe a sintese de lipidios no tecido
adiposo branco (TAB) (Buettner et al., 2008) e a injecdo no terceiro ventriculo
cerebral aumenta a expressdo génica de lipase horménio sensivel (HSL) no TAB
(Tajima et al., 2005).

O efeito da leptina sobre o metabolismo ndo se limita ao hipotdlamo, mas
também a outros tecidos que expressam o receptor de leptina (Tartaglia et al.,
1995). A leptina age diretamente no musculo esquelético aumentando a oxidagdo de
acidos graxos via ativacdo de AMPK (Muoio et al., 1997; Minokoshi et al., 2002).
Além disso, foi descrito na literatura que altos niveis plasmaticos de leptina em
obesos estdo relacionados com resisténcia a insulina (Segal et al., 1996). Foi
demonstrado também que a leptina diminui a sensibilidade a insulina em adipdcitos
isolados (Mduller et al., 1997; Walder et al., 1997) e inibe a secrecdo de insulina pela
célula beta pancreatica (Kieffer et al., 1997). Além dos seus efeitos metabdlicos, a
leptina tem se destacado pelo seu papel importante na modulacdo do sistema
imunolégico (Schaffler et al., 2007; Schaffler et al., 2006; Batra et al., 2007).

Uma diminuicdo da sinalizacdo ou da funcdo do receptor de leptina promove
aumento da ingestao de energia e diminui o gasto energético (Friedman et al., 1998)
e a deficiéncia de leptina causa obesidade severa, hipogonadismo, hiperinsulinemia,
hiperfagia e deficiéncia imunolégica mediada por linfécitos T (Faroogi et al., 2002;
Strobel et al., 1998), que pode ser tratada com a sua reposicdo hormonal (Paz-Filho
et al. 2011). Niveis elevados de leptina em pacientes obesos ndo promovem
supressao do apetite devido a resisténcia a leptina por um defeito na sinalizacdo do
seu receptor, blogueio a jusante em circuitos neuronais e defeitos no transporte de
leptina através da barreira hematoencefalica (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 atras, acreditava-se que ela era secretada exclusivamente pelo

tecido adiposo, porém ja foi demonstrado que a adiponectina € produzida e
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secretada por cardiomiécitos murinos e humanos (Pineiro et al. 2005), musculo
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 concentracdo plasmatica é inversamente proporcional ao indice de
massa corporal (IMC) e a adiposidade visceral (Bajaj, Ben-Yehuda, 2006; Arita et
al., 1999), e pode ser encontrada na circulacdo na forma de multimeros: trimero de
baixo peso molecular (LMW), hexadmero de peso molecular médio (MMW) e
multimeros de alto peso molecular (HMW) (12 a 18 multimeros) (Pajvani et al.
2003). O multimero HMW parece ser a forma ativa, uma vez que a sua
concentracdo plasmatica esté relacionada com sensibilidade a insulina (Lara-Castro
et al., 2006) e falhas na multimerizagdo em humanos estdo 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 musculo esquelético de ratos
(Punyadeera et al., 2005), mas também o é em células endoteliais (Motoshima et
al., 2004), em cardiomiocitos (Pineiro et al., 2005) e em células B pancreaticas
(Kharroubi et al., 2003). O AdipoR2 é predominantemente expresso no figado
(Yamauchi et al., 2003), mas também em células endoteliais (Tan et al., 2004). As
duas formas também estdo presentes em macréfagos e mondcitos de humanos
(Chinetti et al., 2004) e recentemente foi demonstrado que ambos também sao
expressos no hipotalamo (no ndcleo paraventricular), indicando que a adiponectina
exerce papel especifico no cérebro (Kos et al, 2007). A via de sinalizacéo
intracelular ativada depende do tipo de receptor, sendo predominante a fosforilagao
de AMPK para o AdipoR1, ao passo que o AdipoR2 esta envolvido na ativacdo de
peroxissome proliferator-activated receptor-alpha (PPARa) (Yamauchi et al., 2003;
Lee et al., 2008; Yamauchi et al., 2007)

Diversos efeitos da adiponectina tém sido descritos na literatura cientifica,
dentre eles: efeito anti-inflamatério (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 ja descritos incluem: reducdo da atividade do nervo simpatico renal e da

pressdo arterial em ratos, podendo esta acdo ser mediada pelo nucleo
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supraquiasmatico hipotalamico (Tanida et al., 2007), efeito antiaterogénico
(Fasshauer et al. 2004) (a hipoadiponectinemia esta associada com um perfil lipidico
que favorece a aterosclerose, Okada et al., 2006), atividade hepatoprotetora,
prevenindo o desenvolvimento de esteatose induzida por &lcool em camundongos
ob/ob (Xu et al. 2003, Masaki et al. 2004). Niveis plasmaticos de adiponectina
reduzidos foram observados em pacientes com hepatite créonica (Durante-Mangoni
et al., 2006); possui agcdo no hipotdlamo, 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: reducéo do risco de
doenca cardiovascular (Shibata et al. 2004, Liao et al. 2005); inibicdo da
tumorigénese (Pischon et al., 2008; Brakenhielm et al., 2004; Korner et al., 2007;
Wang et al., 2006); aumento da produgdo de IL-8 em condrdcitos de humanos
(Gomez et al., 2011). Dessa forma, é importante ressaltar que a adiponectina é uma
opcao terapéutica promissora para doencas relacionadas a obesidade (Brochu-
Gaudreau et al., 2010).

O tecido adiposo de individuos obesos apresenta certa de 50% a mais de
macrofagos quando comparados com individuos estréficos (Weisberg et al., 2003).
Nesse sentido, pesquisadores destacam maior expressdo de TNF-a em adipécitos
hipertrofiados e na condi¢cao de diabetes tipo 2 (Hotamisligil et al, 1993). Além disso,
o TNF-a. compromete a fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de insulina-
1 no musculo esquelético e no tecido adiposo, favorecendo ainda mais o quadro de
resisténcia a insulina (Hotamisligil et al, 1994). Essas evidéncias suportam as
fungbes do TNF-a como uma citocina pro-inflamatéria que tem um papel
fundamental na resisténcia a insulina relacionada a obesidade. As concentracdes de
TNF-a estdo aumentadas no tecido adiposo e no plasma de individuos obesos, e
uma reducdo do peso corporal nesses individuos esta associada com uma
diminuicdo de sua expresséo (Kern et al, 1995; Ziccardi et al, 2002). Por outro lado,
a supressdo do TNF-a ou de seus receptores esta associada com melhores
respostas na sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose em roedores obesos
(Uysal et al., 1997), mas nao em todos os estudos (Schreyer et al., 1998).

Alguns estudos mostram clara relacdo entre altas concentracfes de IL-6 e a
presenca de resisténcia a insulina ou a 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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concentracfes de IL-6 e aumento da massa adiposa ndo sdo fatores de riscos
independentes para o desenvolvimento da resisténcia a insulina, por causa da
guantitativa secrecao 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 a 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 secrecéo
da glandula pineal, sendo sua producdo feita de maneira ritmica e inibida pela luz,
ocorrendo, portanto, no ciclo escuro, e o tempo de duracdo de sua secrecao €
proporcional ao tempo de escuriddo (Armstrong, 1989; Cipolla-Neto; Afeche, 1992;
Cagnacci, 1996). A ritmicidade circadiana de sua sintese € dependente de uma via
neural que se inicia por neurdnios da retina, que, através de projecdes diretas da via
retino-hipotalamica (VRH), enviam as informacfes de luminosidade ambiental para
0 nucleo supraquiasmatico hipotalamico (NSQ) (Speh et al.,, 1993). Os NSQs
enviam projecdes para 0s nucleos paraventriculares hipotalamicos (NPV) que
apresentam projecdes diretas ou indiretas aos neurdnios pré-ganglionares
simpaticos da medula espinhal da coluna intermédio-lateral (CIL), na regido toracica,
gue, por sua vez, enviam seus axénios aos ganglios cervicais superiores (GCS), os
quais, pelos ramos carotideos internos e nervos coronarios (NC), projetam-se até a
pineal (Cipolla-Neto; Afeche, 1999). Durante o periodo escuro, o circuito neural
acima descrito é acionado, promovendo a liberacdo de noradrenalina pelos

terminais simpaticos que inervam a glandula pineal.

Uma vez liberada, a norepinefrina age estimulando simultaneamente os
receptores al e B1 adrenérgicos nos pinealdcitos, desencadeando uma cascata de
sinalizacdo que promove a ativagdo de uma enzima passo-limitante da sintese de

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

A melatonina é sintetizada a partir do aminoacido triptofano que é captado da
circulacéo e transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) através da acdo da enzima
triptofano hidroxilase 1 (TPH1), cuja atividade estd aumentada em duas vezes no
periodo escuro. O 5-HTP é descarboxilado pela enzima 5-HTP descarboxilase
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gerando a serotonina, que € metabolizada durante o periodo escuro a N-
acetilserotonina (NAS) pela acédo 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 glandula pineal, outros tecidos ou células também possuem a
capacidade de produzir melatonina, tais como, retina (Gern, Ralph, 1979), pancreas
e trato gastrointestinal (Bubenik, 2002; 2008), placenta humana (Lanoix et al., 2008),
medula éssea de ratos (Tan et al., 1999), linfécitos humanos (Carrillo-Vico et al.,

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

A melatonina exerce seus efeitos bioldgicos por interacdo com receptores de
membrana e intracelulares. S&o conhecidos trés subtipos de receptores de
membrana para melatonina MT1, MT2 e MT3 (Dubocovich et al., 1999). A interacéo
da melatonina com esses receptores de membrana desencadeia vias de
sinalizacdes diferentes dependendo do tecido alvo. Por exemplo, em células
pancredticas, a ligacdo com receptores MT1 leva a ativacdo de proteina G inibitoria
(Gi), resultando na reducéo da atividade da adenil-ciclase e queda da geragéao de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e diminui a secrecdo de insulina (Peschke et
al. 2000). No entanto, a ligagdo com receptores MT2 inibe a via da guanosina
monofosfato ciclico (GMPc), que também inibe a secrecdo de insulina (Peschke,
2008; Stumpf et al., 2008). Em contrapartida, através de uma terceira via de
sinalizacdo que envolve proteina Gq, fosfolipase C e inositol trifosfato (IP3) e
consequente mobilizacdo dos estoques intracelulares de célcio, leva a um aumento
da liberacéo de insulina (Bach et al., 2005; Peschke, Bach, Muhlbauer, 2006).

Nosjean et al. (2000) demonstraram que 0s receptores MT3, isolados de
hamsters sirios, sdo na verdade uma enzima quinona redutase 2 sensivel a
melatonina.

Alguns autores demonstraram a ligacdo de melatonina a receptores
nucleares RZR/ROR (receptor Z para retinoide/receptor 6rfdo para retinoide) em
células mononucleares sanguineas de humano (Garcia-Maurino et al., 1998;
Lardone et al., 2006), em cérebro (Caballero et al., 2008) e 6rgaos periféricos de

camundongos (Naji et al. 2004). Um dos efeitos mais estudados, que independem
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de interacdo com receptores, € a acdo antioxidante (Reiter et al., 2002; Zhang et al.,
2004; Tan et al., 2007).

Devido ao seu efeito sobre a secrecdo pancreatica de insulina e a sua
capacidade antioxidante, diversos autores tém se interessado em estudar a
correlacdo entre melatonina, diabetes e resisténcia a insulina em diversos modelos
experimentais. Alguns desses estudos focalizam o efeito protetor da melatonina nas
células B pancreéticas 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
caracteristica 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 beneficios no controle das complicacGes diabéticas, que incluem desordem
neurodegenerativa (Sharma, Briyal, Gupta, 2005), nefropatias (Kurcer et al., 2007),
peroxidacdo lipidica elevada em testiculos (Armagan et al. 2006) e complicacfes
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, ndo existe um consenso na literatura a respeito dos efeitos do
diabetes sobre a producdo e secrecdo de melatonina na condicdo de diabetes
induzida por STZ.

Alguns trabalhos demonstram que a melatonina exerce um papel no ritmo
circadiano da glicemia, no gasto energético, na regulacdo da massa corporal e
sobre a secrecdo e acado 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 administracdo noturna de
melatonina impede o aumento da adiposidade e queda dos niveis de insulina e
leptina caracteristicos do envelhecimento, sem alterar a reducdo na secrecao de
testosterona, T3 e IGF1 plasmatico (Rasmussen et al., 1999). Quando administrada
por um periodo prolongado de 12 semanas, reduz o peso corporal e 0os niveis 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 resisténcia a insulina estdo altamente relacionadas com
distirbios metabdlicos. Tanto o excesso como a reducdo do tecido adiposo pode
levar a severa resisténcia a insulina e diabetes (Seip, Trygstad, 1996). O tecido
adiposo exerce um importante papel na homeostasia energética, secrecdo de
hormonios e outras proteinas que afetam a sensibilidade a insulina, apetite, balanco
energético e o metabolismo dos lipidios. Em alguns casos, a restauracdo da massa
do tecido adiposo resulta em melhora da resisténcia a insulina (Gavrilova et al.,
2000). Foi estabelecido que a excitagdo dos receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma do tipo gama (PPARY), o ganho de peso ou perda de peso regulam
a expressao de varios genes envolvidos no metabolismo dos &cidos graxos e na
patogénese da resisténcia a insulina (Guo, Tabrizchi, 2006). As tiazolidinedionas
sdo um grupo de drogas que tém como caracteristica aumentar a sensibilidade a
insulina. As trés drogas pertencentes a este grupo (pioglitazona, rosiglitazona e
troglitazona), potentes e altamente seletivas para o PPARYy, ja foram utilizadas em
larga escala na prética clinica no controle glicémico de pacientes com diabetes tipo
2 (DREAM, 2006). O PPARYy é um receptor nuclear que € altamente expressado no
tecido adiposo e é um ativador dominante da diferenciacdo de adipécitos (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 periodo neonatal.
A pioglitazona também foi capaz de melhorar a sensibilidade a insulina, além de
recuperar a massa adiposa e 0s niveis plasmaticos de insulina, indicando que néo
somente os baixos niveis de insulina, mas a caréncia de tecido adiposo pode
exercer um significante papel na patofisiologia desse modelo em particular.

Uma grande quantidade de horménios regulam o desenvolvimento,
diferenciacdo e funcédo 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 0s horménios
tireoidianos. Sao importantes nas primeiras etapas da embriogénese do tecido
adiposo. Além desses hormoénios, outras moléculas também agem sobre o tecido
adiposo como, por exemplo, o TNF-a, a IL-6 e a melatonina, dentre outros

(Fonseca-Alaniz et al., 2006).
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Em seres humanos e ratos, ja foi sugerida uma relacdo entre a glandula
pineal e o metabolismo energético ha muito tempo (Alcozer et al., 1956; Diaz,
Blasquez, 1986; Milcu et al.,, 1971). Entretanto, uma relagdo funcional entre a
glandula pineal e o tecido adiposo se tornou mais evidente apos estudos pioneiros
com adipdcitos isolados de tecido adiposo branco incubados com a melatonina,
mostrando que esse hormoénio aumenta a sensibilidade a insulina, medida através
de testes de captacéo de glicose (Lima et al., 1994), e que a pinealectomia leva ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina, com reducdo do conteudo e da
expressao génica de GLUT4 nesse tecido (Lima et al., 1998).

Alonso-Vale e colaboradores (2004) demonstraram que a pinealectomia
acentuou a resisténcia insulinica ao longo do jejum, a0 mesmo tempo em que
reduziu a atividade anabdlica de adipdcitos determinada por testes bioldgicos in
vitro, isto é, intensificou a oxidacdo de glicose e reduziu a sintese de lipidios
(Alonso-Vale et al., 2004).

Em adipécitos isolados, a melatonina exerceu agudamente (6 horas de
incubagao) um efeito permissivo, fundamental para a agédo da insulina sobre a
expressao génica de leptina, uma adipocina produzida pelo tecido adiposo branco e
esse efeito da melatonina sobre a sintese e secrecdo da leptina se da por sua acao
em receptores do subtipo MT1 (Alonso-Vale et al., 2005). Esses dados revelam uma
participagdo importante da melatonina sobre a regulagdo de expressdo génica de
leptina, bem como o seu papel modulador sobre a acdo de outros hormonios.

Em outro estudo, em adipdcitos isolados, a melatonina aumentou o grau de
fosforilacdo em tirosina de IRB em resposta a insulina, sem modificar o seu
contetdo proteico total. Esse efeito parece ser transmitido através da cascata
intracelular da insulina, ja que um aumento de fosforilagdo em serina da proteina
AKT também foi evidenciado (Alonso-Vale et al., 2005). A habilidade da melatonina
em ativar a sinalizacdo da insulina (envolvendo a ativacdo de IR e do substrato do
receptor de insulina 1 [IRS1]) também foi demonstrada em hipotalamo de ratos
(Anhé et al., 2004).

Desse modo, a resposta a insulina € modulada pela melatonina, e essa
interacdo ndo esta limitada aos aspectos metabdlicos, mas abrange outras funcfes
do adipdcito, interferindo com a sua habilidade de funcionar como um 6érgéo

endocrino. Para o esclarecimento do mecanismo basico desse sinergismo



29

melatonina/insulina, principalmente no tecido adiposo, sdo necessarias ainda mais

investigacoes.

Tendo em vista as evidéncias expostas acima, € relevante investigar o efeito
do tratamento de animais diabéticos com melatonina associada ou ndo com
pioglitazona sobre o quadro metabdlico desses animais e qual a repercussao
desses tratamentos sobre o metabolismo do tecido adiposo, dando énfase na

resposta a insulina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

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

melatonia, iniciado logo apés o desmame, com oOu sem associacdo com a

pioglitazona, € capaz de recuperar os parametros metabolicos, a massa adiposa e a

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

sobre a capacidade secretora de insulina pelas células p pancreéticas.

2.2 Objetivos especificos

Verificar os efeitos dos tratamentos sobre os parametros metabdlicos, tais
como evolucdo do peso corporal, glicemia semanal, consumo alimentar e
hidrico, tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina de animais diabéticos in
Vivo;

Avaliar o efeito do tratamento sobre a concentragcdo plasmatica de
adiponectina, glicose, frutosamina, insulina, leptina e testosterona dos ratos
em jejum;

Avaliar os efeitos dos tratamentos sobre a massa adiposa, o tamanho dos
adipécitos e a capacidade metabdlica de adipécitos isolados dos tecidos
adiposos subcutaneo, periepididimal e retroperitoneal,

Avaliar a capacidade secretora de insulina pelas ilhotas pancreaticas dos
animais diabéticos com e sem tratamento;

Obsevar as alteracdes na maturacdo sexual dos animais diabéticos e os
efeitos dos tratamentos sobre essas alteracoes;

Analisar as alteracdes produzidas pelo diabetes e pelo tratamento na
expressao proteica e génica de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da

insulina e no processo de lipogénese e lipdlise.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais realizados estdo de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal e foram aprovados pela Comisséo de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo.

Foram utilizados ratos Wistar machos obtidos a partir do cruzamento
monitorado do tipo “harém” (duas fémeas e um macho) em biotério de
experimentacdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o 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 Ciéncias Biomédicas da Universidade
de S&o Paulo. As fémeas gravidas foram transferidas para caixas individuais e
assim permaneceram com sua ninhada até o periodo de desmame (21 dias ap6s o
nascimento). Os ratos foram mantidos nesse biotério de experimentacdo em caixas
coletivas (46 x 24 x 20 cm, com 3-4 animais/caixa), sob condi¢cdes de temperatura
ambiental controlada de 25 °C, periodo de iluminacéo claro/escuro de 12/12 horas
(periodo claro iniciado as 6h) e exaustdo de amobnia controlada. Os animais

receberam racao balanceada padrao (Nuvital®) e agua ‘ad libitum’.

3.2 Desenho experimental

A inducdo do DM foi realizada através da injecéo intraperitoneal (dose Unica)
de STZ (120 mg/kg de p.c.) no 5° dia de vida dos animais, com um jejum prévio de 8
horas (mediante separacdo das maes). A droga foi preparada com tampao citrato
(citrato de sodio dissolvido em solugéo salina 0,9%, 10 mM, pH 4,5). Esses animais
retornaram para junto das maes, permanecendo com elas até o periodo 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 nao diabéticos que receberam
apenas veiculo (citrato) no 5° dia de vida e permaneceram sem nenhum tratamento
adicional; grupo diabético (D), animais diabéticos que ndo 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 agua de beber durante
0 periodo escuro) desde o desmame até a 122 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, as 18h) desde o desmame até a
122 semana de vida. As garrafas contendo melatonina foram preparadas
diariamente e a concentracdo de melatonina foi ajustada de acordo com o peso
corporal e o consumo de agua 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 Parametros de desenvolvimento corporal e maturacéo sexual

O tratamento se estendeu da quarta a décima segunda semana de vida do
animal e, na sua vigéncia, alguns parametros 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 manha e sua determinacéao feita por
glicosimetro (Lifescan, Scotland, UK). Com a mesma frequéncia foi medido o peso
corporal e o consumo de agua e ragao.

Além desse acompanhamento, a caracterizacdo do desenvolvimento corporal
e da maturacdo sexual também foi realizada através das medidas, no dia do
sacrificio, do peso corporal e comprimento naso-anal (para calculo do indice de Lee)
e medidas do peso dos testiculos, epididimos, canais deferentes e vesiculas
seminais.

O indice de Lee foi calculado com a seguinte formula:

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

3.4 Teste oral de tolerancia a glicose (G.T.T. Oral)

Para a determinacdo da curva glicémica apés sobrecarga de glicose oral, os
animais, na 102 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 glicosimetro (One Touch Ultra, Johnson & Johnson’s), nos
seguintes tempos: 0 (pré-gavagem), 5, 15, 30, 60 e 90 minutos apdés a

administracao de glicose. A partir dos valores das curvas glicémicas de cada animal,
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foi calculada a area incremental sobre a curva (AUC) utilizando-se o software

GraphPad Prism Versao 5.0 para windows.

3.5 Teste intravenoso de tolerancia a insulina (ITTiv)

Na 102 semana de vida, apoés 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 glicosimetro (One Touch
Ultra® Johnson & Johnson’s) em amostras de sangue retiradas da cauda nos
tempos O (pré-injecdo), 3, 6, 9, 12, 15, 20, 30 e 60 min apdés a administracdo 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 plasmatica (Kr),
mediante analise da curva de decaimento (pelo programa GraphPad Prism verséo

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

3.6 Sacrificio dos animais e extracao dos tecidos

Os animais foram sacrificados na 122 semana de vida, em jejum prévio de 12
horas, sob anestesia (Tiopentax — 20mg/kg p.c.) as 8h por decapitacdo, a qual se
seguiu a coleta de sangue do tronco em tubos sem anticoagulante para posterior
analise da glicemia, insulinemia, leptinemia, adiponectinemia, testosteronemia e
outras dosagens. O soro foi obtido mediante a centrifugacdo a 4°C a 849,5 g
durante 20 minutos e armazenado a -80°C até a execucdo das dosagens. Foram
coletados e pesados os tecidos adiposos brancos subcutaneo (SC), peri-epididimal
(PE), retroperitoneal (RP) e os adipocitos isolados para realizagdo de testes
bioldgicos in vitro. Amostras dos 3 coxins adiposos foram armazenadas a -80°C
para posterior analise da expressao proteica por western blotting. O pancreas
também foi coletado para o isolamento das ilhotas com a finalidade de quantificar a
capacidade secretora de insulina. As estruturas do sistema reprodutor (testiculos,
epididimos, canais deferentes e vesiculas seminais) também foram coletadas e

pesadas.
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3.7 Determinacdes bioquimicas e hormonais

3.7.1 Determinacgdo das concentracfes séricas de glicose, frutosamina, triacilglicerol
(TAG), acidos graxos livres (AGL), colesterol total e HDL-colesterol

As concentracdos séricas de glucose, frutosamina, TAG, cholesterol total e
AGL foram determinadas pelo método enzimético utilizando-se os seguintes Kkits
comerciais. Glicose (LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil): concentragdo minima
detectavel de 2 mg/dL, e o coeficiente de variacdo interensaio (CV) de 1,6%.
Frutosamina (Lab test MG, Brasil): concentracdo minima detectavel de 5 umol/L e
CV interensaio < 2,5%. TAG (LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil): concentracao
minima detectavel de 3 mg/dL e CV interensaio < 2,0%. Colesterol total
(LABORLAB, Guarulhos, SP, Brasil): concentragdo minima detectavel de 2 mg/dL e
CV interensaio < 3.0%. AGL (Wako NEFA C test kit, ACS-ACOD Method; Wako
Chemicals, Richmond, VA, USA): concentracdo minima detectavel de 0,0014
mEqg/L, e CV intraensaio < 2,7% e CV interensaio < 10%. As medidas foram
realizadas em duplicatas em um volume de 50 uL de amostra. HDL-colesterol foi

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

3.7.2 Determinacdo da concentracdo sérica de insulina, adiponectina, leptina e

testosterona.

As concentracdes séricas de insulina, leptina e adiponectina foram
determinadas usando kits de radioimunoensaio especificos 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 uL 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 uL 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 uL de amostra (o
soro foi diluido na proporgéo de 1:1000). A concentracdo sérica de testosterona foi
determinada usando o kit especifico 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 uL de amostra.
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A resisténcia a insulina foi calculada usando o indice HOMA como definido
pela equacao: HOMAIr = (glicose em jejum mmol/L X insulina em jejum pU/L)/22,5.
A estimativa da funcédo da célula p foi calculada usando o modelo do HOMA 1-% B
definido pela equagao: HOMA 1-% B = (insulina em jejum pU/L x 20) / (glicemia em
jejum mmol/L — 3,5) (Matthews et a., 1985).

3.8 Isolamento dos adipdécitos e anédlise morfométrica

Os adipécitos foram isolados mediante a técnica de digestdo de tecido por
colagenase, descrita por Rodbell (1964), com algumas modificacdes para adaptar o

meétodo as nossas condicdes 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 tampéao digestivo [DMEM,
HEPES 25 mM, BSA 4 %, colagenase tipo Il (Sigma Chemical, St. Louis, MO,
Estados Unidos) 1,25 mg/mL, pH 7,45] por cerca de 30 minutos a 37 °C em banho-
maria com agitacdo orbital (150 rpm). Em seguida, a amostra foi filtrada em peneira
plastica com malha fina (que retém restos teciduais e vasos nédo digeridos) e lavada
por trés vezes com 25 mL de tampao EHB (sais de EARLE, HEPES 25 mM, BSA
1%, piruvato de sédio 1 mM, sem glicose, pH 7,45) mantido a 37 °C. Para
determinacao do lipdcrito (porcentagem de adipécitos contidos na suspenséao celular
total), aproximadamente 40 uL da suspensdo celular em tampdo EHB foram
colocados em capilar de vidro e submetidos a centrifugacéo (2000 rpm por 1 min). O
volume total da suspensao corresponde a 100 % e o volume de adipécitos obtido

apos a centrifugacéo nos fornece o lipdcrito da amostra.

Para andlise morfométrica, aliquotas de suspensao celular foram avaliadas
em microscopio Optico (aumento de 100x) acoplado a camera digital 1.3 MP
(Moticam 1000 - MOTIC). Utilizou-se o programa Motic-Images Plus 2.0 para
medicado da area transversal celular, da qual se obteve o raio celular médio. Em
cada preparacdo sdo medidas 100 células. A partir do didametro celular médio e
admitindo-se que o adipdcito isolado é esférico, o volume e o numero de células sédo

calculados de acordo com as seguintes formulas:
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(&) V=[(n/6) x D3]/1000, (b) N= (lipocrito x 107)/ \Y
Onde:

D é o didametro médio de 100 adipécitos (um), N é o niumero de células e V é
o volume médio (Di Girolamo; Mendlinger; Fertig, 1971). A divisédo por 1000 em (a)

visa expressar o volume em picolitros (pL).

3.9 Calculo indireto da celularidade

O célculo indireto da celularidade do tecido adiposo foi realizado através da
relacdo entre a massa total do coxim adiposo e a massa de um adipécito:

Celularidade = massa do tecido (nq)

massa de um adipdcito (ng)

A massa de um adipdcito é calculada a partir da férmula da densidade:

D=m_ onde, D =densidade média do adipécito
% m = massa média de um adipécito

v = volume médio do adipécito

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

m=0,91xv

3.10 Isolamento da ilhota pancreética e avaliacdo da capacidade secretora de
insulina

Apoés a retirada dos coxins adiposos, o ducto biliar comum foi exposto e
clampeado em sua extremidade distal, junto ao duodeno e dissecado préximo ao
pediculo hepético, por onde foi introduzida uma canula de polietileno. Para provocar
a distenséo do tecido acinar, 15 a 20 mL de solug¢do de Hanks (Nacl 137 mM, KCI 5
mM, CaCl, 1 mM, MgSO,4 1 mM, Na,HPO4 0,4 mM, NaHCO3; 4mM, equilibrada com
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carbogénio — mistrura de O,/CO, 95:5 v:v), com glicose (5,6 mM) e colagenase (0,7

mg/mL — Collagenase Type V — Sigma) foi injetada na canula.

Ganglios linféticos, gordura e vasos sanguineos foram dissecados logo apés
a remocao do pancreas. Em seguida, o pancreas foi fragmentado em 4 a 5 pedacos
com o auxilio de uma tesoura de ponta arredondada. Os fragmentos foram
transferidos para um tubo de 50 mL e incubados em banho-maria a 37°C por cerca
de 25 minutos. O tubo entdo foi completado com solugdo de Hanks até 30 mL e
agitado manualmente em banho-maria (37°C) por 1 minuto. Com a finalidade de
favorecer a completa digestdo da parte exdcrina do pancreas, o tubo foi agitado por
mais um minuto fora do banho-maria. O produto da digestédo foi transferido para um
recipiente contendo solucdo de Hanks. A mistura foi deixada em repouso por 4
minutos logo apdés a homogeneizacao e, em seguida, o sobrenadante foi aspirado.
Adicionou-se cerca de 60 mL de solucdo de Hanks a mistura e esta (produto da
digestdo + solucdo 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 auxilio de um

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

Lotes de cinco ilhotas por pogos foram incubadas a 37 °C em tampé&o Krebs-
Henseleit (Na* 139 mM, K* 5 mM, Ca®" 1 mM, Mg? 1 mM, CI' 124 mM, HCO5 24
mM, pH 7,4) contendo albumina (0,2%) por 20 minutos e 5,6 mM de glicose. Apés
essa pré-incubacéo, o sobrenadante foi descartado e as ilhotas foram incubadas em
0,5 mL do mesmo tampéo contendo 5,6 ou 16,7 mM de glicose. Sessenta minutos
depois, 0 meio de incubacao sobrenadante (0,3 mL) foi coletado para a medigcéo de

insulina por radioimunoensaio.

3.11 Ensaios biolégicos em adipocitos isolados

Os ensaios biolégicos foram realizados em adipécitos isolados dos coxins

adiposos subcutaneo (SC), periepididimal (PE) e retroperitoneal (RP).
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3.11.1 Teste de Captacdo de [°H]-2-Desoxi-D-Glicose ([*H]-2DG) em Adipécitos

Isolados

As taxas de captacdo de [*H]-2-desoxi-D-glicose ([*H]-2DG) em adipdcitos
isolados foram mensuradas na auséncia (basal) e na presenca (de concentracéo
maximamente estimulante, 10 nM) de insulina. A [°H]-2DG é captada pela célula e é
transformada em [*H]-2-deoxifrutose-6-fosfato ([°*H]-2DG-6-P), porém, a partir desta
etapa, ndo é mais metabolizada, além de atuar como inibidor alostérico da enzima
subsequente da via glicolitica, a fosfo-glico-mutase (PGM).

Aliquotas de 40 uL de suspensao celular foram pipetadas em tubos plasticos,
contendo ou nédo 2 uL de insulina (concentracao final de 10 nM) e incubadas por 15
minutos a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 10 pL de [°*H]-2DG (concentracéo
final de 0,4 mM e 0,05 uCi/tubo). Passados 3 minutos exatos, o transporte foi
interrompido com a adicdo de 250 uL de phloretin 0,6 mM (em E.H.B e DMSO
0,05%) a 4 °C. Para avaliacdo da captacdo, 200 uL da mistura final foram
transferidos para tubos de microcentrifuga (0,4 mL) contendo 200 uL de Oleo de
silicone (densidade 0,963 g/mL) que foram centrifugados por 10 segundos em
microcentrifuga (Microfuge E, Beckman Instruments Inc. Palo Alto, Califérnia, EUA).
A centrifugacdo teve como objetivo separar a mistura em trés fases: uma superior,
contendo células compactadas (agregado celular), uma intermediaria,
correspondente ao 6leo de silicone, e a mais inferior, constituida pelo tampé&o
aquoso. Feito isso, foi recolhido o agregado celular mediante a seccao do tubo com
um estilete na altura da porcao média da camada de 6leo de silicone.

ApoOs a separacdo, a porcdo contendo o agregado celular foi transferida para
um tubo contendo 2,5 mL de liquido de cintilagdo (EcoLume™, ICN
Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA) e a radiacdo emitida foi aferida em
contador beta (Micro Beta Trilux 1450LsC luminecense counter, PerkinElmer).

Foi realizada uma determinacdo de incorporacdo inespecifica no agregado
celular, onde se quantificou a radioatividade ali retida e que nao foi captada pela
célula. Esse valor foi subtraido do resultado obtido no final do teste. Isso garante

gue a contaminacdo presente no agregado celular ndo interfira no resultado da
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captacdo propriamente dito. Para a determinacdo da incorporacdo inespecifica,
foram adicionados, primeiramente a suspensdo celular (40 yL) em um tubo de
ensaio e em seguida, o phloretin (inibidor do transporte de glicose), antes de se
acrescentar [°H]-2DG. Os resultados foram expressos em pmol/cm? de superficie

celular.

3.11.2 Teste de incorporacédo de D-[U-*C]-Glicose e [2-'*C]-Acetato em lipideos e

oxidacdo de D-[U-'*C]-Glicose e [2-'*C]-Acetato até **CO, em adipécitos Isolados

Adipécitos (concentracao final 30-40%) em tampédo Krebs/Ringer/Fosfato/BSA
1%l/glicose 5 mM, pH=7,4 a 37 °C, saturado de uma mistura gasosa de carbogénio
5%, foram pipetados em tubos de ensaio de polipropileno 17x100 mm contendo D-
[U-**C]-glicose ou [2-**C]-Acetato (0,05 pCi/tubo), com ou sem insulina (10 nM) (No
teste com [2-'*C]-Acetato ndo houve estimulo com insulina). Esses tubos foram
vedados com tampas de borracha. A seguir, os tubos foram enriquecidos de uma
atmosfera com 95 % de O, e 5 % de CO; e incubados por 60 minutos em banho-
maria a 37 °C. Ao término da incubacéo, 0,2 mL de H,SO, (8N) foi pipetado sobre a
mistura de reacdo e um flaconete com papel de filtro (2x4 cm, embebido com 0,2 mL
de etanolamina) foi acoplado emborcado (para adsorver o '*CO, liberado da
reacdo). Incubou-se por mais 30 minutos, apos isso, o flaconete contendo o papel
filtro foi preenchido com coquetel de cintilacdo biodegradavel (EcoLume™, ICN
Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA) para contagem da radioatividade beta
incorporada. Os resultados foram expressos em nmol.10° células. h™.

Em seguida, foi realizada a extracao dos lipideos mediante a adicao de 2,5 mL
de reativo de DOLE (isopropanol:n-heptano:H,SO, 8N, 4:1:0.25 v:v:iv) no meio de
incubacédo. Agitou-se a mistura por 4-5 vezes (sessfes de 10 segundos) em vortex
durante 30 minutos. Ao final do periodo, foram adicionados 1,5 mL de n-heptano e
1,5 mL de agua deionizada. ApOs a agitacdo em vortex, deixou-se a mistura
decantar e aliquotas de 0,5 mL da fase superior (contendo os lipideos extraidos no
n-heptano) foram transferidas para flaconetes contendo 2,5 mL de coquetel de
cintilacdo biodegradavel (EcoLume™, ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA)
para contagem da radioatividade beta incorporada. Os resultados foram expressos

em nmol.10°° células. h'.
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3.11.3 Teste de avaliacdo da atividade lipolitica frente a estimulo com isoproterenol

Adipdcitos isolados foram incubados em tampéo Earle/Hepes sem glicose, pH
7,4 na presenca (maxima) ou auséncia (basal) do agonista B-adrenérgico
isoproterenol (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA). As células foram previamente
tratadas por 30 minutos com adenosina (Sigma, 0,2 uM). Em seguida, acrescentou-
se adenosina desaminase (ADA, Sigma, 0,2 U/mL em tampao EHB, pH 7,45) e
incubou-se por mais 30 minutos (para possibilitar a degradagédo da adenosina
liberada pelos adipdcitos, pois esta tem acéo anti-lipolitica e pode mascarar os
resultados). Em seguida, foi adicionado isoproterenol (1 uM) e o tempo de
incubacéo foi de 60 minutos a 37 °C e, ao final, a mistura de incubacao (volume total
de 200 uL) foi centrifugada em microcentrifuga refrigerada a 4 °C por 5 minutos a
7000 rpm. Aliquotas (120 ulL) do infranadante foram coletadas para a determinacao
da concentracdo de glicerol liberado pelas células pelo método enzimético-
colorimétrico, utilizando o kit de determinacdo de glicerol livre (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Estados Unidos).

Procurando diminuir ainda mais qualquer influéncia ndo especifica nos
resultados, foi feita uma incubacgéo, a qual seguiu todos os procedimentos acima
descritos, exceto a adicdo de isoproterenol e a subsequente incubacdo da mistura
por 60 minutos. O valor obtido nessa determinacdo (considerado como liberacdo
ndo especifica de glicerol) foi descontado das demais (basal e estimulada por
isoproterenaol).

3.12 Quantificacdo de proteinas por Western Blotting

3.12.1 Extracao de proteinas

Inicialmente, o tecido adiposo epididimal foi pesado e, posteriormente, foi
mantido submerso em tampao de extracao em tubos eppendorfs até a extracao.

O tecido foi, entdo, homogeneizado em tampao de extracdo contendo 20
mM TrisHCI (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 sddio, 0,2% SDS, 0,5%
deoxicolato de sédio, 1 mM fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), 1 mM ortovanadato de

sodio), 50 uM leupeptina, 5 uM aprotinina. Para a homogeneizagdo utilizou-se
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homogeneizador elétrico tipo Polytron (PT 3100, Kinematica AG) na velocidade
méaxima, em 3 burst de cerca de 10 segundos. Entre a homogeneizacdo de
diferentes amostras, o homogeneizador foi lavado em &lcool 70 %, agua ultrapura e
tampéao de extragédo, nessa ordem. Durante todo o processo de homogeneizagéo, os
tubos contendo as amostras foram mantidos no gelo, no intuito de reduzir a
atividade de fosfatases e enzimas proteoliticas.

As amostras foram, entéo, centrifugadas por 15 minutos a 12000 g e
temperatura estabilizada em 4 °C. Apds a centrifugacdo, 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

aliquotas e armazenado em freezer (-80 °C).

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)
constituida de acrilamida a 5 %, 125 mM Tris (pH 6,8), 0,1 % SDS, 0,1 % persulfato
de amobnia e 0,1 % TEMED. Os géis inferiores (resolutivos) foram preparados com
poliacrilamida na concentragéo de 6 a 10 %, 380 mM Tris (pH 8,8), 0,1 % persulfato
de amonio e 0,077 % TEMED.

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

As amostras foram combinadas com tampé&o 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 pg por “pogo” foram submetidas a
eletroforese no gel de poliacrilamida, inicialmente a 60 V. Uma vez que as proteinas
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 Transferéncia de proteinas do gel para a membrana (nitrocelulose)

O gel contendo as proteinas separadas por eletroforese foi incubado por 10
minutos em tampao de transferéncia (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 % SDS ,
20 % metanol, pH 8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi hidratada e,
entdo, incubada em tampdao de transferéncia. Um "sanduiche" foi entdo 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 transferéncia de proteinas do gel
para a membrana foi realizada em cuba de eletroforese, na presenca de tampéo de
transferéncia, sob corrente de 25 V, por 90 minutos. A eficiéncia da transferéncia foi
verificada corando-se a membrana, por 5 minutos, com corante Ponceau (1 %
ponceau, 1 % acido acético), seguida de lavagem com PBST [8 % NaCl, 0,2 % KCl,
0,2 % KH,(PO)s, 1,15 % NayH(PO),, 0,5 % Tween20].

3.12.5 Sondagens das proteinas com anticorpos

Os sitios das membranas sem proteinas foram bloqueados com albumina
bovina a 5 %, em tampdo PBST, por 60 minutos, sob agitacdo. O anticorpo
especifico para cada proteina de interesse foi diluido (de acordo com a
recomendacdo do fabricante) em PBST e utlizado para a incubagcdo das
membranas overnight sob agitacdo a 4 °C. Posteriormente, a membrana foi lavada 3
vezes, por 10 minutos, com PBST e incubada com anticorpo anti-lgG de coelho,
conjugado com peroxidase de raiz forte, diluido 1:5000 em PBST, por 1 h, sob
agitacdo a 4 °C. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes, por 10 minutos, com

agitacao.

3.12.6 Revelagédo com sistema Quimioluminescente

A solucéo de revelacdo foi preparada pela mistura de volumes iguais dos
reagentes 1 e 2 do kit ECL Advance (GE Healthcare) composto por luminol, fenol e
peroxido de hidrogénio e a mistura foi utilizada para umedecer as membranas. Os

blots foram entdo 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 Analise da expressao génica por reacdo em cadeia da polimerase
guantitativo — gPCR

3.13.1 Extracdo 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 proporcdo de 1mL para cada 100 mg de amostra, seguindo-se as
especificacoes 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 extracao.

Na etapa da extracdo, as amostras foram incubadas por 5 minutos em
temperatura ambiente (15-25°C) para permitir a completa dissolu¢cdo dos complexos
nucleoproteicos. Em seguida, 0,2 mL de cloroférmio foi adicionado aos tubos,
agitando-se vigorosamente em vortex, por 15 segundos, com posterior incubacdo a
temperatura ambiente por 2 a 3 minutos. A mistura foi centrifugada a 12000 x g por
15 minutos, a 4°C com a formacdo de 3 fases. A fase aquosa superior, contendo
RNA, foi transferida para outro tubo e a purificacdo 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 analise da pureza do RNA, adotou-se
o célculo da razédo do valor da absorbancia a 260 nm pelo valor da absorbancia a
280 nm (comprimento de onda definido para leitura de proteinas), onde se estipula
como razao ideal para aceitacdo da amostra o intervalo entre 1,6-2,0. Aliquotas de 8
uL de amostras contendo 1 pg de RNA total diluido em agua DEPC foram
armazenadas a -80°C.

Para confirmar a integridade do RNA extraido, 2 ug de cada amostra foram
submetidos a eletroforese em minigel de agarose 1% (em acido
morfolinopropanosulfonico [MOPS] 200 mM, acetato de sédio 50 mM, EDTA 0,5
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mM, pH 8,0; solu¢cdo 10x concentrada, pH 7,0) com formaldeido 4% e corado com

1ug/mL de brometo de etidio (figura 1).

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

I Y 4y

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

3.13.1 Sintese de cDNA por transcricao reversa

Na etapa inicial, pipetou-se 1 uL de tampao de DNAse (10x) e 1uL da enzima
DNAse (1 U/uL) em tubos contendo 1 ug de RNA total. A mistura foi incubada a
25°C por 15 minutos com a finalidade de evitar uma possivel amplificacdo de DNA
genbmico, que pode contaminar o RNA extraido. A seguir, adicionou-se 1 uL de
EDTA 25mM e a mistura foi submetida a incubacdo a 65°C por 10 minutos. Na
etapa seguinte (sintese de DNA), pipetou-se 1 uL de oligo DTs 146 ng/ uL, seguido
de incubacédo a 70 °C por 10 minutos. Terminada a reacdo, 4 uL de tampéao da
enzima transcriptase reversa (5x), 2 uL de ditiotreitol (DTT) 0,1M, 1 uL de mistura de
dNTPs 10 mM foram adicionados a mistura, que foi entdo incubada a 25 °C por 10
minuntos e, em seguida, a 42 °C por 2 minutos. Na etapa final, 1 yL da enzima
transcriptase reversa (Superscript Il, Invitrogen) foi acrescentada a mistura, que foi
submetida a incubacgdo a 42 °C por 50 minutos e mais 15 minutos a 70°C. As
incubacbes foram realizadas em termociclador (Eppendorf). O material obtido
(cDNA) foi entdo mantido em freezer a -20 °C até a realizacdo da proxima etapa —

amplificacéo por PCR.
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3.13.2 PCR quantitativo (real time)

Alicotas de 2 puL de amostra de cDNA obtida a partir da reacdo de RT foram
adicionadas a um mix contendo 2,5 pl de agua DEPC autoclavada, 5 pl TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied biosystems, cédigo do produto: 4304437), 0,5 pl
de TagMan® Gene Expression Assay Mix 20x (para rato e especifico para cada
gene) contendo os dois primers para PCR e uma sonda MGB TagMan® marcada
com FAM em um mix preformulado na concentracdo de 20x, na concentracédo final
1x de 250nM de sonda e 900nM de cada primer (a tabela 1 mostra a lista dos kits
inventoriados utilizados com seus respectivos numeros de catalogo). As reacdes de
PCR foram realizadas em aparelho StepOnePlus™ Real Time PCR System (Applied
Biosystems, EUA). A reacdo de PCR inicia-se com um periodo 2 minutos para
ativacdo da AmpErase® UNG seguida de 10 minutos a 95° C para a ativacao da
AmpliTag Gold® DNA Polymerase. Essa fase s6 ocorre no primeiro ciclo de reacéo.
As etapas seguintes envolvem desnaturagéo da fita de cDNA a temperatura de 95°
C por 15 s seguida da fase de anelamento do primer e extensao da fita por 1 minuto
na temperatura de 60° C. Essas 2 fases se repetiram a cada ciclo por 40 ciclos.

A andlise da expressdo génica foi realizada por quantificacdo relativa pelo
meétodo de CT comparativo (AACT).

3.13.3 Quantificacao relativa — Método de CT comparativo (AACT)

Andlise comparativa entre a expressdo do gene alvo e de uma amostra

calibradora, normalizadas por um controle endégeno (housekeeping).

ACt = Cy (alvo) - Ct (endbgeno)
ACt = Cy (calibrador) - Ct (enddgeno)
AACt = ACt (amostra) - AC+ (calibrador)

Quantidade relativa = 2 4T
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TABELA 1 - Lista de kits inventoriados (Applied Biosystems, TagMan® Gene
Expression Assay Mix 20x).

Gene Sigla de catéalogo N° de catalogo
B-actina ACTB Rn_00667869
5-monooxygenase Activation YWHAZ Rn_00755072
protein, zeta polypeptide

Acido graxo sintase FASN Rn_00569117
Adiponectina ADIPOQ Rn_00595250
ATP-citrato liase ACLY Rn_00566411
C/EBPB CEBPB Rn_00824635
C/EBPa CEBPA Rn_00520963
Ciclofilina PPIA Rn_00690933
Proteina de ligacdo de acidos graxos FABP4 Rn_00670361
Glicose-6-P desidrogenase G6PDH Rn_00566576
Hipoxantina fosforibosyltransferase 1 HPRT1 Rn_01527840
Leptina LEP Rn_00565158
Lipase hormonio sensivel LIPE / HSL Rn_00563444
Microglobulina B2 B2M Rn_00560865
Perilipina PLIN Rn_00558672
PPARYy PPARG Rn_00440945
Proteina ribossomal | 37-a RPL37A Rn_02114291
Receptor de andrégeno AR Rn_00560747
Receptor de insulina INSR Rn_00567070

Fonte: http://www.appliedbiosystems.com.br
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3.13.4 Selec¢éo de controles enddgenos (housekeeping)

Realizou-se reacdes de gPCR para cada possivel controle enddgeno (-
actina (Actb), ciclofilina (Ciclo), microglobulina B2 (B2M), proteina ribossomal | 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 sdo submetidos a
andlise no programa GENORM para a escolha, utilizando-se amostras de controle
enddgeno com menor variagdo para o protocolo experimental da pesquisa que,
nesse tecido e para esse modelo experimental, foi a B-actina e ciclofilina. Como
foram escolhidos dois controles enddgenos, foi utilizada a média geométrica dos

CTs para o calculo do AACT descrito acima.

3.14 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como meédia =+ E.P.M. O teste Two-way
ANOVA com medida repetida, seguido de Bonferroni, foi utilizado para comparagao
da curva de evolucao do peso e da glicemia semanal, do perfil glicémico durante o
GTTpo e ITTiv e para comparar a captacdo de [°H]-2DG, a oxidacdo da glicose e a
incorporacdo de glicose em lipidios basal versus maximamente estimulada com
insulina. Para as demais comparacdes foi adotado ANOVA One-way, seguido de
Tukey.

As diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05. As analises
foram realizadas usando o software GraphPad Prism versdo 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 plasmatica e em outros

parametros

Os animais do grupo diabético (D) apresentaram menor ganho de peso em
relacdo ao controle. O tratamento com melatonina sozinha ou em associagao com
pioglitazona néo 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 relacéo ao grupo D, da 62 & 9% 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 72 semana de vida do animal. Esse
aumento na glicemia néao foi observado nos grupos M e MP.

Paralelamente observou-se o consumo de racdo e agua. Os animais
diabéticos (grupo D) apresentaram polifagia e polidipsia. O tratamento com
melatonina, associada ou ndo com a pioglitazona (grupos M e MP), evitou que essa
condicdo se instalasse. Na tabela 2, pode-se observar que o consumo de agua e
racao dos grupos M e MP, durante a ultima semana, foi estatisticamente menor (p <
0,05) que o consumo dos animais diabéticos e semelhante ao grupo controle.

O indice de Lee, que é uma medida analoga ao indice de massa corporal
(IMC) em humanos e estimado a partir do peso e comprimento naso-anal do animal,
também foi utilizado como parametro do desenvolvimento do animal. Como se pode

observar na figura 4, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos.
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TABELA 2: Efeito do tratamento com melatonina e sua associacdo com a
pioglitazona sobre o consumo de agua e racéo, perfil lipidico e peso das estruturas

sexuais.
Grupos C D MP
Consumo de ragéo 175+062 300+138  165+1,16 17,8 + 1,47"
(g/24h)
Consumo de 4gua 298+3,78 835+716  321%262" 30,1+1,75"
(ml/24h)
TAG (mg/dl) 557+569 655+12,17 89,7+17,40 78,3+ 11,96
AGL (mmolll) 0,44+0,02 035+006  045+005 0,582 0,06"
HDLc (mg/dI) 245+1,76  247+113  247+1,69 22,3 +1,17
Colesterol (mg/dl) 26,8+1,94  27,7+370  34,1+283 25,8 + 1,06
Testiculo D (g) 1,6 0,05 1,3+0,07  07+012"%  09+£0,20"
Testiculo E (g) 1,6 £0,05 1,3+0,07  07+012%  09+0,19"
Vesiculas seminiferas (g) 0,78+0,07 045+0,04 011+004 " 0,11+002"
Epididimos (g) 157+0,04 088:0,10 050+0,10"  0,72+0,25
Canais deferentes (g) 019+001 012+001 007001" 0,08z0,01

Os dados sao apresentados como média + EPM, n =6 a 7. O consumo de agua e racao representa o
consumo durante a Ultima semana. TAG (triacilglicerol), AGL (&cidos graxos livres), HDLc (high
density Iipo*protein 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 - Evolucdo do peso corporal dos animais ndo diabéticos (C), diabéticos
sem tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a
122 semana.
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Os valores estdo 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 - Evolugcao da glicemia semanal, medida no sangue da calda dos animais
alimentados néo diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D),
diabéticos tratados com melatonina (M) ou com melatonina associada
com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 122 semana.
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Os valores estdo expressos como media + 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 - Indice de Lee de animais ndo diabéticos (C), diabéticos sem tratamento
(D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com melatonina
associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 122 semana.
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Os valores estéo expressos como média + EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). Nado houve
diferenca estatistica entre os grupos. ANOVA One-way seguido do teste de Tukey.
Fonte: Oliveira (2012).
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4.2 Teste oral de tolerancia a glicose (GTT v.0.)

A curva glicémica durante o GTT v.0. dos animais diabéticos (grupo D) foi
significativamente maior (p < 0,05) que a dos animais do grupo C a partir de 15
minutos apds a ingestao de glicose por gavagem. A tolerancia prejudicada a glicose
dos animais diabéticos foi melhorada nos grupos M e MP. A area 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 tolerancia a insulina (ITT i.v.)

A figura 6 mostra o decaimento da glicemia durante o ITT i.v.. A constante de
desaparecimento da glicose (Kit7), calculada como previamente descrito (Bonora et
al. 1989), foi significantemente maior nos grupos M e MP em relacédo 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 néo tratados (grupo D) apresentaram significante reducéo
(p < 0,05) no peso dos coxins SC, RP e PE, bem como nos respectivos diametros
dos adipécitos. O tratamento com melatonina ndo recuperou o peso dos coxins,
porém a associacdo com pioglitazona aumentou a massa adiposa e a porcentagem
de gordura corporal (calculada a partir do somatério dos 3 coxins em relacdo ao
peso corporal) somente no tecido SC. A associa¢gdo da melatonina com pioglitazona
aumentou parcialmente o diametro dos adipocitos dos 3 coxins e o tratamento
somente com melatonina recuperou parcialmente o diametro do adipdcito SC, mas
nao do RP e PE (figura 7, 8 e 9).

O tratamento com melatonina ou sua associagdo com pioglitazona néo foi
capaz de alterar a reducdo na celularidade apresentada nos animais diabéticos no
coxim PE. Nos coxins SC e RP ndo houve diferenga estatistica entre os grupos
(Figura 10).
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Figura 5 - Evolucdo da glicemia durante o teste oral de tolerancia a glicose
(GTTv.0.) dos animais nado diabéticos (C), diabéticos sem tratamento
(D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com melatonina
associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a 122 semana.
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Os valores estao expressos como média + EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). Acima da figura esta
representando a area incremental sob a curva. O teste foi realizado na 102 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 tolerancia a
insulina ITTi.v. dos animais nao diabéticos (C), diabéticos sem
tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a

122 semana.
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Os valores estao expressos como média + EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). Acima da figura esta
representando a constante de decaimento (Kir7). O teste foi realizado na 10* 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 K.

Fonte: Oliveira (2012).
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Figura 7 - Efeito do tratamento sobre (A) peso e (B) porcentagem em relacdo ao
peso corporal dos coxins adiposos subcutaneo (SC), periepididimal (PE)
e retroperitoneal (RP) dos animais nao diabéticos (C), diabéticos sem
tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a
122 semana.
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Os valores estdo 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 - Diametro dos adipécitos dos tecidos periepididimal (PE), retroperitoneal
(RP) e subcutaneo (SC) dos animais nao diabéticos (C), diabéticos sem
tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até a
123 semana
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Os valores est@o 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 9 - Foto ilustrativa dos adipocitos isolados do tecido adiposo PE.

Ratos ndo diabéticos (painel A), diabéticos ndo tratados (painel B), e diabéticos tratados com
melatonina (painel C) ou melatonina associada com pioglitazona (painel D).
Fonte: Oliveira (2012).
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Figura 10 - Celularidade dos tecidos subcutaneo (SC), periepididimal (PE),
retroperitoneal (RP) dos animais nédo diabéticos (C), diabéticos sem
tratamento (D), diabéticos tratados com melatonina (M) ou com
melatonina associada com pioglitazona (MP) desde o desmame até
a 122 semana.

300+

N
o
e

100+

Celularidade (x10°)

SC PE RP

Os valores estdo 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 testiculos (direito e esquerdo) de ratos ndo
diabéticos (C), diabéticos nao tratados (D), e diabéticos tratados com
melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazona (MP).

Direito  Esquerdo

Fonte: Oliveira (2012).
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4 5 Efeito do tratamento sobre o desenvolvimento sexual

Os animais diabéticos apresentaram menor peso Umido das estruturas
sexuais (testiculos, epididimos, canais deferentes e vesiculas seminiferas) menores
gue os animais do grupo C. O tratamento com melatonina, seja sozinha seja
associada com a pioglitazona, parece ter causado uma interrupcdo no
desenvolvimento puberal dessas estruturas, deixando-as menor que as do grupo D
(Tabela 2 e Figura 11).

4.6 Efeito do tratamento nos niveis plasméaticos de adiponectina, insulina,

glicemia e outras dosagens plasmaéticas

O soro dos ratos em jejum de 12 horas foi usado para as analises
bioquimicas. Os ratos diabéticos (grupo D) apresentaram maior nivel de glicemia em
jejum e de frutosamina e reduzido nivel de adiponectina em relagéo ao grupo C. O
tratamento com melatonina foi capaz de manter esses valores para niveis
semelhantes ao grupo C (Figura 12). O grupo MP ndo apresentou incremento no
efeito da melatonina.

O tratamento com melatonina e a associa¢gdo com pioglitazona nédo alterou a
hipoinsulinemia causada pela injecdo 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 reducdo significativa na
concentracdo plasmatica de testosterona e leptina que nado foi alterado pelo
tratamento com melatonina associada ou ndo com a pioglitazona (Figura 13). Na
figura 13C, podemos observar uma correlacdo positiva (p < 0,01) entre 0 somatorio
dos 3 coxins adiposos e a leptinemia.

Nado foi encontrado diferenca estatistica nos niveis plasmaticos de
triacilglicerol (TAG), HDLc e colesterol total entre os grupos. Nos niveis de acidos
graxos livres (AGL), somente o grupo MP apresentou niveis estatisticamente maior

gue o grupo D (Tabela 2).
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4.7 Secrecdo estatica de insulina pela ilhota pancreética isolada

As ilhotas dos animais do grupo D apresentaram uma menor capacidade de
secrecado 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 associacdo com pioglitazona néo
recuperou esse defeito funcional causado pela STZ na célula B pancreética (figura
14). O mesmo foi observado no modelo do HOMA 1-% B, que estima a funcao da

célula B pancreatica baseado na insulina e glicemia de jejum.
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Figura 12 - Dosagens plasmaticas de glicemia (painel A), Frutosamina (painel B)
Adiponectina (painel C), insulina (painel D) e Homagr (painel E) de
animais ndo 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 estdo 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 plasmaticas de testosterona (painel A) e leptina (painel B) de
animais ndo 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 correlacdo entre a
leptinemia e o somatério dos 3 coxins adiposos (SC, PE e RP).
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Os valores estdo 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 secrecdo de insulina pela ilhota
pancreética isolada em meio com 5,6mM ou 16,7mM de glicose (painel
A) e na estimativa da funcdo da célula  pancreatica pelo modelo do
HOMA 1-% B (painel B).
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No painel A, as ilhotas foram isoladas e incubadas na presenca de glicose por 1 hora. Ap6s esse
tempo, foi dosada a insulina no meio de incubag&o (n = 4 animais por grupo). No painel B, o HOMA
1-% B foi calculado a partir da formula: HOMA 1-% B = [Insulina em jejum (uU/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).
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4.8 Ensaios bioldgicos

4.8.1 Teste de captacdo de [°H]-2-Desoxi-D-Glicose ([3H]-2DG) em adipécitos
isolados

Como observado nas figuras 15, ndo houve diferenca estatistica entre a
capacidade basal e a maxima de captacdo de [*H]-2DG dos adipécitos dos 3 coxins
(SC, PE e RP) nos animais do grupo D, porém, os adipdcitos dos animais diabéticos
tratados com melatonina associada ou ndao com pioglitazona apresentaram essa
diferenca significante (p < 0,05) entre o basal (Bs) e estimulado com insulina (Mx)
demonstrando uma melhor responsividade dos adipdcitos destes animais a insulina.
Além disso, ndo houve diferencas entre os basais, nem entre os maximos, dos
coxins PE e SC, entre os grupos. Entretanto, somente os adipécitos do coxim RP,
dos animais foram tratados com a associacdo de melatonina com a pioglitazona,
apresentaram um aumento significativo (p < 0,05) da captacdo de [°H]-2DG tanto
basal (em ralacdo ao grupo C) quanto maximamente estimulada com insulina (em

relacdo ao grupo C e D) (Figura 15).
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Figura 15 - Captacéo de [°H]-2DG basal (Bs) e maximamente estimulado com 10nM
de insulina (Mx) em adipdcitos isolados dos coxins subcutaneo (SC),
periepididimal (PE) e retroperitoneal (RP) de animais ndo diabéticos
(C), diabéticos sem tratamento (D) e diabéticos tratados com
melatonina (M) ou associacdo de melatonina com pioglitazona (MP).
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Os valores estdo expressos como média + EPM (n = 6 a 7 animais). *Estatisticamente diferente do
basal ou maximo do grupo C (p<0,05). **Estatisticamente diferente do basal ou maximo 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 Incorporacdo de D-[U-'*C]-Glicose em Lipideos e Oxidacéo de D-[U-
1C]-Glicose até **CO, em Adipécitos Isolados

O tecido adiposo subcutaneo dos animais diabéticos tratados ou ndo com
melatonina apresentou menor capacidade de incorporar D-[U-*C]-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 maxima
de incorporar glicose em TAG significativamente maior (p < 0,05) que a dos
diabéticos nado tratados e semelhante as do controle (Figura 16). Ja na fracdo de
glicose que foi convertida em [**C]-CO, (oxidacéo de D-[U-**C]-Glicose) ndo houve
diferencas significativas entre os grupos entre os valores basais nem entre 0s
maximos (Figura 17) nesse coxim.

As células do tecido adiposo PE dos animais diabéticos também
apresentaram menor capacidade maxima de incorporacdo de glicose em TAG
guando comparadas com o grupo C, além de nao apresentar diferenca estatistica
entre o basal e o maximo. Os adipdcitos do tecido PE dos animais que foram
tratados a longo prazo com melatonina apresentaram maior incorporacao de glicose
em TAG quando estimulada maximamente com insulina, passando a ser
estatisticamente diferente (p < 0,05) da incorporagao basal. Quando associada com
a pioglitazona, a melatonina aumentou a incorporacédo de glicose em TAG, tanto
basal quanto maxima, quando comparada com o grupo D e M, além de apresentar
diferenca estatistica (p < 0,05) entre a incorporacéo basal e maxima (Figura 16). No
teste de oxidacao de glicose até CO,, a resposta aos tratamentos foi semelhante ao
teste de incorporacéo de glicose em TAG, porém a capacidade maxima de oxidacao
dos animais tratados com melatonina (grupo M) foi estatisticamente maior (p < 0,05)
gue a dos animais do grupo D (figura 17). A capacidade maxima 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 reducdo, porém
n&o significativa, na capacidade basal e maxima de incorporar D-[U-**C]-Glicose em
TAG em relagcdo ao controle. Entretando, a diferenca estatistica entre o basal e o

maximo que se apresentou no grupo C ndo ocorreu nos animais diabéticos sem
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tratamento (grupo D). Ja nos animais tratados com melatonina, observou-se
diferenca estatistica (p < 0,05) entre o basal e 0 maximo. Quando associada com a
pioglitazona, a melatonina aumentou a capacidade basal e maxima de incorporacao,
passando a ser estatisticamente diferente das do grupo D (Figura 16). Resposta
semelhante ao que ocorreu na incorporacdo em TAG foi encontrada em relacédo a
capacidade de oxidar D-[U-**C]-Glicose em **CO, (Figura 17).
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Figura 16 - Incorporacdo de D-[U-**C]-Glicose em triacilglicerol (TAG) basal (Bs) e
maximamente estimulado com insulina (Mx) em adipdcitos isolados do
tecido adiposo subcutaneo (SC), periepididimal (PE) e retroperitoneal
(RP) de ratos ndo diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D) e
diabéticos tratados com melatonina (M) ou melatonina associada com
pioglitazina (MP).

Icose

)

< 1001 SC

v

PE o

#
# @
|.I ri
C D M MP

[=2]
o
1
(=]
?

D
o
)
P D
Al

N
T

em TAG (nmol.(10%cells.h)™)

o 8
*
* 3k
»
"I
i
= ¥
L TS

Incorporagao de [U-”C] D-Glicose
o

Incorporacao de [U-“C] D-GI
em TAG (nmol.(10%cells.h)
&

(-]

(7]

[~

8 = 100- RP 4

o= I DOss
52w -
[S ] # —

< O

38w #

—

S £ 404

°o £

13-

€8 201

S~

5§ o

S o D M MP

Os valores estdo expressos como média + EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). * Estatisticamente
diferente do basal ou méaximo do grupo C (p<0,05). ** Estatisticamente diferente do basal ou maximo
do grupo D (p<0,05). #Estatisticamente diferente do basal do respectivo grupo (p<0,05).
@Estatisticamente diferente do basal ou méximo 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 - Oxidacdo de D-[U-'*C]-Glicose em CO, basal (Bs) e maximamente
estimulado com insulina (Mx) em adipdcitos isolados do tecido adiposo
subcutaneo (SC), periepididimal (PE) e retroperitoneal (RP) de ratos
nao diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D) e diabéticos tratados
com melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazina (MP).
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Os valores estdo expressos como média + EPM (n = 6 a 7 animais por grupo). * Estatisticamente
diferente do basal ou méximo do grupo C (p<0,05). ** Estatisticamente diferente do basal ou méaximo
do grupo D (p<0,05). #Estatisticamente diferente do basal do respectivo grupo (p<0,05).
@Estatisticamente diferente do maximo 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 Incorporacdo de [2-'*C]-Acetato em Lipideos e Oxidacdo [2-'*C]-
Acetato até *CO, em Adipécitos Isolados

As figuras 18 e 19 mostram que, quando o substrato foi o [2-'*C]-Acetato, os
tratamentos (grupo M e MP) foram eficazes em manter a capacidade de incorpora-lo
em TAG semelhante ao grupo controle e estatisticamente diferentes (p < 0,05) do
grupo D nos coxins SC e PE. Na capacidade de oxida-lo a [**C]-CO,, os adipécitos
do coxim PE dos animais diabéticos tratados com melatonina ou melatonina
associada com pioglitazona apresentaram uma resposta que nao foi
significativamente diferente do grupo C e D. Nos adipécitos do coxim SC dos
animais diabéticos com ou sem tratamento apresentaram menos capacidade de
oxidar o [2-'*C]-Acetato em relacdo ao grupo C. Ambas as capacidades
apresentaram-se estatisticamente menores (p < 0,05) nos animais diabéticos sem
tratamento em relacdo ao grupo C nos coxins SC e PE.

Nos adipécidos do tecido RP ndo houve diferencas estatisticas entre os
grupos na capacidade de incorporéa-lo em TAG e na capacidade de oxida-lo a [**C]-
CO; (Figuras 18 e 19).
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Figura 18 - Incorporacdo de [2-'*C]-Acetato em triacilglicerol (TAG) em adipdcitos
isolados do tecido adiposo subcutaneo (SC), periepididimal (PE) e
retroperitoneal (RP) de ratos ndo diabéticos (C), diabéticos sem
tratamento (D) e diabéticos tratados com melatonina (M) ou
melatonina associada com pioglitazina (MP).
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Os valores estdo 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 - Oxidacdo de [2-*C]-Acetato em CO, em adipdcitos isolados do tecido
adiposo subcutaneo (SC), periepididimal (PE) e retroperitoneal (RP) de
ratos ndo diabéticos (C), diabéticos sem tratamento (D) e diabéticos
tratados com melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazina
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Os valores estdo 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 Avaliacdo da Atividade Lipolitica Frente a Estimulo com Isoproterenol

Devido a pequena quantidade de tecido adiposo presente nos animais
diabéticos e tratados com melatonina e associada com pioglitazona, so foi possivel
realizar o teste de lipdlise no tecido adiposo PE. Como observado na figura 20, os
animais diabéticos apresentaram menor capacidade lipolitica basal que os animais
do grupo C. O tratamento com melatonina ndo 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. N&o houve diferenca estatistica entre as capacidades maximas dos 4 grupos.
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Figura 20 - Efeito do tratamento de animais diabéticos com melatonina (M) e
associacao de melatonina com pioglitazona (MP) sobre a capacidade
lipolitica basal (Bs) e maximamente estimulado com isoproterenol
(Iso) em adipdcitos isolados do tecido adiposo periepididimal (PE).
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Os valores estdo 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 Expressao de proteina por Western Blotting

A fim de investigar o mecanismo pelo qual o tecido adiposo dos animais
diabéticos apresentou menor capacidade lipogénica e menor responsividade a
insulina, foi realizada, em um segundo grupo experimental (n = 3 por grupo), a
guantificacdo da expressdo de proteinas envolvidas na lipogénese e na via de
sinalizacdo 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 reducédo significativa na expressdo de ACC, FAS e
IRS1. Os animais que foram tratados com melatonina apresentaram expressao de
IRS1 e FAS estatisticamente maior (p < 0,05) que a do grupo D e a expresséao de
ACC parcialmente aumentada, uma vez que nao foi estatisticamente diferente do
grupo D nem do grupo C (figura 21). A expressao de AKT total e da forma
fosfotilada (pAKT) ndo apresentou diferencas entre os grupos, bem como na razéo

entre a forma fosforilada e a total (figura 22).
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Figura 21 - Expresséo proteica por western blotting de substrato do receptor de
insulina 1 (IRS1), &cido graxo sintase (FAS) e acetil-CoA carboxilase
(ACC) no tecido adiposo periepididimal (PE) de animais néo diabéticos
(C) e diabéticos sem tratamento (D) ou tratados com melatonina (M).
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Os valores estdo 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 - Expressdo proteica por western blotting de AKT total e a forma
fosforilada da AKT (pAKT) no tecido adiposo periepididimal (PE) de
animais nao diabéticos (C) e diabéticos sem tratamento (D) ou
tratados com melatonina (M). No painel inferior, a razéo entre a pAKT

e a AKT total.
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Os valores estdo expressos como média £ EPM (n = 3). Nao houve diferenga estatistica entre os
grupos. Teste ANOVA One-Way seguido de Tukey.
Fonte: Oliveira (2012).
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4.10 Expresséao génica por PCR em tempo real (QPCR) no tecido periepididimal
(PE)

Apesar de os animais diabéticos ndo apresentarem alteracéo significativa na
expressdo dos genes avaliados em relagdo aos animais ndo diabéticos, os animais
diabéticos tratados com melatonina apresentaram uma expressao significantemente
maior (p<0,05) de receptor de insulina e C/EBPa em relagéo ao grupo controle (C) e
expressdo 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 expressdo de C/EBPa e G6PDH em relagdo ao grupo
C. Em relagdo a expressdo de C/EBPp, pode-se observar uma redugcdo, embora
nao estatisticamente diferente, no grupo M e MP em relagdo ao grupo C (figuras 23
e 24).

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos na expressao
génica de receptor de andrégeno, HSL, perilipina, adiponectina, leptina, FABP e
PPARY (figuras 23 e 24).
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Figura 23 - Expressdo génica por qPCR de Receptor de andrégeno, Lipase
Hormonio Sensivel (HSL), Perilipina, Receptor de Insulina, C/EBPa e
C/EBPB no tecido adiposo periepididimal (PE) de animais né&o
diabéticos (C) e diabéticos sem tratamento (D) e tratados com
melatonina (M) ou melatonina associada com pioglitazona (MP).
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Os valores estdo 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 - Expresséo génica por qPCR de Acido Graxo Sintase (FAS), Glicose-6-
Fosfato Desidrogenase (G6PDH), Adiponectina (AdipoQ), Leptina,
Proteina de ligacdo de Acidos Graxos (FABP) e PPARy no tecido
adiposo periepididimal (PE) de animais ndo diabéticos (C) e diabéticos
sem tratamento (D) e tratados com melatonina (M) ou melatonina
associada com pioglitazona (MP).
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Os valores estdo 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 DISCUSSAO

O tratamento precoce e prolongado com melatonina preveniu parcialmente a
instalacdo da desordem metabdlica, com maior controle da glicemia e melhora da
sensibilidade a insulina, levando a um controle glicEmico mais sustentado nos
animais diabéticos, como se pbde ver pelos valores de glicemia semanal, medida
pela manha, de animais alimentados, e pelo menor grau de glicacao das proteinas
do soro refletida pela determinacdo de frutosamina. Com o tratamento com
melatonina, além da melhora da glicemia, observou-se reducdo da polidipsia e da
polifagia que havia se exacerbado em ratos diabéticos a partir da 8% semana de
vida. A associacdo com pioglitazona ndo promoveu melhora adicional ao tratamento
com melatonina.

Em estudo prévio (Takada et al., 2007), foi demonstrada uma correlagéo
entre a perda de gordura e resisténcia a insulina caracteristica desse modelo, e que,
com as terapias com antidiabéticos (insulina ou pioglitazona) com inicio precoce (ao
desmame), houve melhorias significativas no perfil metabdlico (Takada et al. 2008).
A metformina teve pouco ou nenhum efeito em recuperar a massa adiposa. Apesar
de ter promovido melhora na resisténcia a insulina, a metformina foi ineficaz em
normalizar o estado metabdlico de ratos diabéticos. Esses trabalhos sugerem
fortemente que a recuperacdo trofica e funcional do tecido adiposo € um
componente muito importante na recuperacdo da sensibilidade a insulina e do
quadro clinico-laboratorial geral dos animais diabéticos.

Curiosamente, no presente estudo, a melhora da resisténcia a insulina
promovida pelo tratamento com melatonina ocorreu independentemente do aumento
da massa de gordura, uma vez que 0s animais tratados tiveram menor ganho de
peso e de massa adiposa, a semelhanca dos animais diabéticos. Uma possivel
explicagdo para a menor expansdo da massa adiposa nos animais induzidos
neonatalmente ao diabetes seria a redug¢ao 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 nédo por metformina. No presente estudo, a
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melhora da resisténcia a insulina ndo foi acompanhada pelo aumento da
celularidade do tecido adiposo, mas devido a propria acdo da melatonina para
melhorar a resposta celular a insulina, provavelmente por aumentar a amplitude de
sua sinalizagédo intracelular. Recentemente foi demonstrado que a melatonina
desempenha um papel inibitério na diferenciacdo de pré-adipocitos 3T3-L1, em
cultura, impedindo C/EBPp (fator nuclear que atua precocemente na diferenciacao
de adipdcitos) de intensificar a expressdo génica de C/EBPa e PPARy, fatores
mestres da finalizacdo da adipogénese (Alonso-Vale et al., 2009). Entretanto,
recentemente foi demonstrado que a melatonina, na concentragéo de 1mM por 72
horas, no 10° dia de diferenciacdo, aumentou a expressédo génica de C/EBPa e
PPAGy em células 3T3-L1 (Gonzalez et al. 2012).

Adipdcitos isolados de ratos pinealectomizados apresentaram menor
tolerancia a glicose e menor sensibilidade a insulina em relagdo aos animais
controle (Alonso-Vale et al., 2004; Lima et al., 1998). Em outro estudo com
adipdcitos isolados e intermitentemente expostos a melatonina em cultura primaria
(12/12h), foi demonstrado que, durante a presenca de melatonina no meio (um
procedimento para simular noite no meio de cultura), os adipécitos responderam
mais intensamente a insulina do que na auséncia de melatonina (Alonso-Vale et al.,
2008). Portanto, esse estudo mostrou que ha um sinergismo entre melatonina e
insulina nos adipécitos modulando a resposta biolégica. Esse efeito corrobora com
nossos resultados, embora, paradoxalmente, outros estudos mostraram que a
melatonina inibe a secrecdo de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas
(Rasmussen et al. 1999; Wolden-Hanson et al. 2000; Rasmussen et al. 2001). O
efeito da melatonina sobre a secrec¢éo de insulina ocorre devido a uma reducao dos
niveis de AMPc, através de receptores MT1, embora possa regular o crescimento e
a diferenciacéo das ilhotas pancreéticas, ativando vias de sinalizacdo de receptores
de insulina e IGF1 (Picinato et al., 2008). Nossos dados mostram que, embora os
animais tratados com melatonina apresentem niveis de insulina semelhante aos
animais do grupo de diabéticos e significativamente menores do que controles, o
indice HOMAIr do grupo M foi estatisticamente inferior ao do grupo D, indicando
maior sensibilidade a insulina desses animais. Nossos resultados sdo consistentes

com um estudo anterior, em que o tratamento com melatonina (10 mg/kg, ip) por



85

duas semanas, melhorou a resposta a insulina de ratos diabéticos induzido por dieta
com alto teor de gordura (Shieh et al., 2009).

A estreptozotocina (STZ) induz lesdo nas células B pancreaticas por
mecanismos j& bem descritos (Weiss, 1982; Junod et al., 1969). Quando injetada no
periodo neonatal, a STZ promove uma destrui¢cdo parcial das ilhotas que reduz sua
capacidade de secrecao de insulina estimulada pela glicose como visto no grupo D.
Apesar de existirem estudos que mostram um efeito protetor da melatonina sobre
lesdo das células B pancreéticas pela STZ (Yavuz et al., 2003), no presente estudo,
o tratamento com melatonina e a associacdo com piogloitazona a partir da 42
semana p6s-STZ ndo restauraram a capacidade de secrec¢ao de insulina das ilhotas
de animais diabéticos. No entanto, animais tratados com melatonina, apesar de
apresentarem secrecdo de insulina prejudicada e menores niveis de insulina
plasmatica, apresentaram melhor sensibilidade a insulina e controle da glicemia
durante o tratamento.

A adiponectina, uma adipocina conhecida por aumentar a sensibilidade a
insulina no figado e no muasculo esquelético, via ativacdo por AMPK e PPARa
(Yamauchi et al., 2002), também foi determinada. O tratamento com melatonina,
associada ou ndo com a pioglitazona, aumentou a concentragdo plasméatica de
adiponectina nos animais diabéticos para valores semelhantes aos observados nos
controles. Isto sugere que a melhora na tolerancia a glicose e na resisténcia a
insulina deveu-se, pelo menos em parte, a maior secrecdo de adiponectina pelo
tecido adiposo. Essa descoberta traz mais implicacdes, uma vez que a adiponectina
tem outros efeitos benéficos que sdo particularmente importantes para o diabetes
como antiaterogénese (Fasshauer et al., 2004, Lam; Xu, 2005), hepatoprotecédo (Xu
et al. 2003, Masaki et al. 2004), reducédo do risco cardiovascular (Shibata et al.,
2004, Liao et al., 2005), entre outros. Com o objetivo de avaliar se o menor nivel de
adiponectina observado nos animais diabéticos se deve a uma menor expressao
génica, avaliamos a expressao desse gene no tecido adiposo PE. Foi observado
gue, pelo menos nesse tecido, ndo houve reducdo da expressao relativa do gene da
adiponectina, sugerindo uma alteracdo pos-transcricional ou até mesmo na
secrecdo dessa adipocina. Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade de
alteracdes na expressao do gene da adiponectina em tecidos adiposos de outros

territorios.
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Observou-se um significativo hipogonadismo em animais diabéticos. Como
descrito anteriormente em outros trabalhos, essa disfuncdo gonadal € devido a
mudancas na funcdo testicular e no eixo hipotalamo-hipéfise-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
inibicdo do eixo HPG foi bem descrito em roedores (Malpaux et al., 2001; Maywood
et al.,, 1995) e, provavelmente, ocorre através da expressao de KISS1, levando a
inibicdo dos neurdnios GnRH-érgicos (Ansel et al., 2010). Nos seres humanos, ha
aumento da resisténcia a insulina durante a puberdade em criancas normais (Goran;
Gower, 2001), mas esse evento ainda n&do tem sido bem estudado em ratos ainda.
Supbe-se que esse aumento fisiolégico da resisténcia a insulina associada ao
desenvolvimento puberal pode estar relacionado com o agravamento da diabetes
gue se observa nos animais diabéticos. Portanto, suge-se que o tratamento
prolongado com melatonina e iniciado precocemente pode ter retardado ainda mais
o inicio da puberdade e, consequentemente, contribuido para a pouca resisténcia a
insulina e prevencao do agravamento do diabetes.

Nossos resultados demonstraram que os grupos D, M e MP além de
apresentarem reducdo significativa nos niveis plasmaticos de testosterona,
apresentaram também reducédo significativa nos niveis de leptina comparados ao
grupo C (Figura 13B). Ja foi demonstrado previamente pelo nosso grupo que
adipdcitos isolados expostos intermitentemente a melatonina aumentaram a
liberacéo de leptina (Alonso-Vale et al., 2005). Além disso, pacientes ndo diabéticos
tratados com melatonina também apresentaram altos niveis plasmaticos de leptina
(Celinski et al.,, 2011). No entanto, a hipoleptinemia observada nos animais
diabéticos (tratados e néo tratados) no presente trabalho ocorreu, provavelmente,
como uma consequéncia da intensa e generalizada reducdo da gordura corporal
observada nesses animais, uma vez que a leptinemia € diretamente proporcional a
massa adiposa (Mcgregor et al.,, 1996; Considine et al.,, 1996; Lonngvist et al.,
1997). Essa correlacao direta também foi observada em nossos animais quando foi
feita a correlacdo entre leptinemia e o somatorio dos 3 coxins adiposos (SC, PE e
RP) como observado na figura 13C. Além disso, outros estudos também ja
demonstraram uma redugdo nos niveis plasmaticos de leptina, juntamente com

perda de massa adiposa, em animais tratados com melatonina (Rasmussen et al.,



87

1999; Rios-Lugo et al., 2010). Além dessas evidéncias supracitadas, quando
guantificamos a expressédo do gene da leptina no tecido adiposo PE, observamos
gue nado houve diferenca estatistica entre os grupos, mostrando que a melatonina
nao interferiu na expresséo de leptina, pelo menos nesse tecido, reforcando ainda
mais nossa hipotese. Ressalta-se ainda que a leptina esta relacionada ao
desenvolvimento e maturacdo 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 a insulina do tecido adiposo, nés
investigamos o efeitos dos tratamentos sobre o metabolismo do adipdcito 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 a insulina, 0 que nao
ocorreu no grupo D. Dados publicados anteriormente demonstram esse efeito
sensibilizador em cultura priméria de adipdcitos 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 a 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 sinalizacdo resultando, entre outras coisas, na translocacdo de
transportadores de glicose do tipo 4 (Glut 4), aumentando a densidade desses
transportadores na membrana plasmatica (Watson, Pessin 2001). A densidade de
de Glut 4 por cm? pode ser inferida pela quantificacdo de 2-DG captada por unidade
de &rea de membrana (pmol/cm?). Dessa forma, pode-se concluir que a melhora da
sensibilidade a insulina resultante do tratamento com melatonina ou da sua
associagcao com pioglitazona foi devido, pelo menos em parte, a maior translocacéo
de Glut 4 para membrana plasmatica em resposta a insulina. Takada et al. (2008)
demonstrou que animais diabéticos tratados com pioglitazona apresentaram
melhora na captacdo de glicose basal e maxima, e esse efeito foi atribuido a uma
maior expressao génica e protéica de Glut 4 em adipdcitos PE.

Resultados semelhantes foram obtidos quando foram realizados testes de

incorporacao de glicose em TAG e a sua oxidacdo. Os coxins adiposos PE e RP
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dos animais diabéticos apresentaram menor resposta a insulina para ambos os
efeitos, e o tratamento com melatonina recuperou a resposta e, no caso da sua
oxidacao no tecido PE, a taxa basal foi estatisticamente maior que a do grupo D.
Interessantemente, a associacdo de melatonina com pioglitazona promoveu
melhora ainda mais intensa dessas capacidades e significativamente superiores as
do grupo D nos 3 coxins adiposos. No tecido SC,em relacdo a oxidacao da glicose,
ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos. Nos dois testes supracitados, a
resposta que se determina independe do grau de captacdo de glicose e
consequentemente, independe da translocacdo de Glut 4, pois sendo a
concentracdo de glicose (2 mM no meio de incubacdo neste ensaio) inferior ao Ky,
do Glut 4, ela passa a ser o fator limitante da quantidade de glicose captada.
(Wheeler, Hinkle 1985). Ao limitarmos o aporte de glicose a célula, como as
alteracdes no ritmo de sua metabolizacdo passam a depender da atividade
enzimatica da célula, pode-se analisar o efeito da insulina sem a influéncia 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 sinalizacdo da insulina, que promoveu maior ativacdo das
enzimas oxidativas e lipogénicas quando na presenca de insulina.

E importante ressaltar que o efeito do tratamento com melatonina associada
com a pioglitazona foi mais proeminente em todos os tecidos tanto no ensaio de
incorporacdo de glicose como no de oxidacdo. A nossa hipétese é que esse
incremento no efeito se deva principalmente a acdo da pioglitazona, uma droga
conhecida por promover aumento da sensibilidade e melhora da resisténcia a
insulina, inclusive no tecido adiposo (Heald; Cawthorne, 2011). A pioglitazona,
pertencente a classe das tiazolidinedionas (TZDs) que agem como agonistas de
PPARy (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 recuperacao da capacidade de incorporar glicose em lipidios
e oxida-la, sendo o efeito mais proeminente na capacidade de oxidar a glicose em
CO; (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 metabdlica do
tecido adiposo de animais diabéticos, ndo 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 lipolitica, realizado no tecido PE, bservamos
gue os animais diabéticos apresentaram um atividade lipolitica espontanea
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 primaria de
adipdcitos foi capaz de inibir a atividade lipolitica basal e estimulada com
isoproterenol sem interferir na expressao génica da enzima lipolitica HSL (Alonso-
Vale et al., 2008). No presente trabalho, também ndo observamos alteragdo na
expressdo de HSL nos animais diabéticos tratados ou ndo em relacdo aos animais
controles. Em outro trabalho, Takada et al.,, (2008) demonstrou que animais
diabéticos tratados com pioglitazona recuperaram a capacidade lipolitica 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 lipolitica basal, porém sozinha néo foi capaz de recuperar esta
resposta, e que a reducdo na resposta lipolitica dos animais diabéticos tratados ou
nao com melatonina ndo esta relacionada a expresséo de HSL e perilipina.

A fim de investigar um possivel mecanismo de acdo do efeito da melatonina
sobre a melhora da responsividade a insulina no tecido adiposo, foi realizado a
avaliacao da expressao 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
expressdo dessa proteina semelhante aos animais ndo diabéticos. O IRS-1 é uma
proteina de 180 kDa que é fosforilada em residuos tirosina pelo receptor de insulina,
resultando no recrutamento de varias proteinas que promovem a transdugdo do
sinal. O IRS-1 tem varios residuos de tirosinas e de serina/treonina que sao sujeitos
a fosforilagdo por cinases de proteinas de varias cascatas de sinalizacao.
Geralmente, a fosforilagdo em tirosina do IRS1 aumenta a sinalizagéo de insulina e
a fosforilagdo em serina/treonina diminui a acdo da insulina. Assim, através do seu

estado de fosforilacdo, bem como os seus niveis totais, IRS-1 integra sinais a partir
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de multiplas cascatas de sinalizacdo para estabelecer a capacidade de resposta
global da célula a insulina (White, 2002). A regulacao transcricional do IRS-1 é
complexa e ndo totalmente descrita, e 0s intermediarios moleculares responséaveis
pela reducdo do IRS-1 niveis de mRNA no tecido adiposo nos animais diabéticos
induzidos por STZ no periodo neonatal ndo estdo definidos e merecem melhor
investigacdo. Os niveis de IRS-1 também sdo determinados pela degradacdo da
proteina pelo sistema ubiquitina-proteassoma (Sun et al., 1999). Anhé et al. (2004)
demonstrou que a melatonina ativa a via do IRS1/Akt em hipotalamo de ratos,
independente da estimulacdo com insulina. Um mecanismo semelhante foi descrito
em células de musculo esquelético C1/C2 (Ha et al., 2006). No presente trabalho, o
aumento na expressdo de IRS1 observado no tecido adiposo PE dos animais
diabéticos tratados com melatonina explica, pelo menos em parte, a melhor
responsividade a insulina observada nos animais do grupo M.

Além da reducdo na expressao de IRS1, os animais diabéticos também
apresentaram uma reducao significativa na expressao de ACC e FAS, duas enzimas
envolvidas na sintese de acidos graxos, que foi recuperada pelo tratamento com
melatonina. A ACC é uma enzima citosolica que promove a carboxilagcdo do acetil-
CoA citosélico em malonil-CoA, que é a etapa inicial da sintese do acido graxo. O
processo de fosforilagdo/desfosforilagdo da ACC pela AMPK exerce um papel
crucial no controle da atividade dessa enzima (Winder, 2001; Munday, 2002). Em
relacdo a FAS, embora o principal mecanismo regulatério para essa enzima ocorra
a nivel transcricional, outros mecanismos pds-trancricionais também contribuem
para a atividade dessa enzima (Katsurada et al., 1990; Kim et al., 1992). Esse
achado reforca a nossa hipétese de que o tratamento com melatonina aumenta a
expressado e/ou ativacdo de enzimas envolvidas no processo de lipogénese de novo
e na oxidacao da glicose.

Quando avaliamos a expressao génica da FAS, podemos observar que,
apesar de os animais diabéticos ndo apresentarem uma reducdo estatisticamente
significante em relacdo aos animais ndo diabéticos, os animais diabéticos tratados
com melatonina apresentaram a expressdo dessa enzima estatisticamente maior
gue a dos animais diabéticos néo tratados (grupo D) (figura 23). Esse resultado,
analisado em conjunto com a expressao proteica e 0s ensaios de incorporacdo de

glicose em lipidios, sugere que os animais diabéticos apresentam alguma alteracdo
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pos-transcicional na expressdo da FAS no tecido PE, que foi compensada pelo
aumento na expressao génica nos animais diabéticos tratados com melatonina.

Outro resultado interessante no presente estudo foi 0 aumento da expresséo
de C/EBPa nos animais diabéticos tratados com melatonina. Ja é bem descrito e
tem sido exaustivamente estudado o papel do C/EBPa na diferenciacdo do tecido
adiposo (Freytag, Paielli, Gilbert 1994, Lin, Lane, 1994). Entretanto existe um papel
metabdlico desse fator de transcricdo no tecido adiposo que ainda ndo é totalmente
compreendido. No figado, j& € bem estabelecido que C/EBPoa é um importante
regulador do metabolismo da glucose e dos lipidios e modula a expressao de genes
envolvidos na gliconeogénese, no estoque de glicogénio e metabolismo de lipidios
(Wang et al., 1995; Inoue et al., 2004) de tal forma que a reducdo na sua expressao
no figado pode resultar em prejuizo na tolerancia a glicose (Inoue et al., 2004). No
tecido adiposo, varios genes alvos para C/EBPa foram identificados, incluindo a
adipoQ, 11-p hidroxiesteroide desidrogenase (11-3 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 expressao de
IR e IRS-1 pode ser ativada por C/EBPa, uma vez que existe sitio de ligacdo para
C/EBP na regido 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
sensiveis a reducdo da isoforma o do C/EBP (Wu et al.,, 1999). Desta forma, a
expressdo génica aumentada de C/EBPa nos animais diabéticos tratados com
melatonina pode esta relacionada ao aumento na expressao génica de IR e proteica
de IRS-1 no tecido adiposo PE desses animais e, consequentemente, a melhor
responsividade a insulina desse tecido.

Em conclusdo, o tratamento com melatonina e a sua associacdo com
pioglitazona foram capazes de melhorar as alteragbes metabdlicas no modelo de
diabetes neonatal induzida por STZ, melhorando a resisténcia a insulina e,
consequentemente, um controle mais duradouro da glicemia. A melhora da
resisténcia a insulina se deveu, pelo menos em parte, a melhora da sensibilidade a
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 usa-la nos pré-adolescentes

diabéticos.
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6 CONCLUSOES

Os animais diabéticos tratados com melatonina apresentaram, em relacdo

aos ratos diabéticos nao tratados:

Melhora do quadro de polifagia e polidipsia.

Melhor controle glicEmico durante todo o periodo de tratamento.

Melhor tolerancia a glicose durante o teste oral de tolerancia a glicose e
melhor sensibilidade a insulina no teste de tolerancia a insulina intravenoso.
Reducdo no ganho de peso nas primeiras semanas de tratamento, porém
sem alteracéo do peso final.

Massa adiposa e tamanho dos adipécitos dos coxins subcutaneo,
periepididimal e retroperitoneal semelhantes.

Secrecao de insulina pela ilhota semelhante.

Comprometimento do desenvolvimento das estruturas sexuais.

Concentragdo plasmatica de insulina, leptina e testosterona semelhante.
Maior concentracdo plasmatica de adiponectina.

Melhor responsividade a insulina no tecido adiposo subcutaneo,
periepididimal e retroperitoneal.

Aumento da expressao proteica de IRS1, FAS e ACC e na expressao génica
de IR, C/EBPa e FAS.

O tratamento com a melatonina associada com pioglitazona promoveu efeitos

semelhantes ao tratamento somente com melatonina.
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Metabolic Disorders and Adipose Tissue Insulin
Responsiveness in Neonatally STZ-Induced Diabetic
Rats Are Improved by Long-Term Melatonin
Treatment
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Diabetes mellitus is a product of low insulin sensibility and pancreatic g-cell insufficiency. Rats with
streptozotocin-induced diabetes during the neonatal period by the fifth day of age develop the
classic diabetic picture of hyperglycemia, hypoinsulinemia, polyuria, and polydipsia aggravated by
insulin resistance in adulthood. In this study, we investigated whether the effect of long-term
treatment with melatonin can improve insulin resistance and other metabolic disorders in these
animals. At the fourth week of age, diabetic animals started an 8-wk treatment with melatonin (1
mag/kg body weight) in the drinking water at night. Animals were then killing, and the sc, epidid-
ymal (EP), and retroperitoneal (RP) fat pads were excised, weighed, and processed for adipocyte
isolation for morphometric analysis as well as for measuring glucose uptake, oxidation, and in-
corporation of glucose into lipids. Blood samples were collected for biochemical assays. Melatonin
treatment reduced hyperglycemia, polydipsia, and polyphagia as well as improved insulin resis-
tance as demonstrated by constant glucose disappearance rate and homeostasis model of assess-
ment-insulin resistance. However, melatonin treatment was unable to recover body weight defi-
ciency, fat mass, and adipocyte size of diabetic animals. Adiponectin and fructosamine levels were
completely recovered by melatonin, whereas neither plasma insulin level nor insulin secretion
capacity was improved in diabetic animals. Furthermore, melatonin caused a marked delay in the
sexual development, leaving genital structures smaller than those of nontreated diabetic animals.
Melatonin treatment improved the responsiveness of adipocytes to insulin in diabetic animals
measured by tests of glucose uptake (sc, EP, and RP), glucose oxidation, and incorporation of
glucose into lipids (EP and RP), an effect that seems partially related to an increased expression of
insulin receptor substrate 1, acetyl-coenzyme A carboxylase and fatty acid synthase. 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.
(Endocrinology 153: 0000-0000, 2012)

ISSM Print 0013-7227  155M Online 1945-7170 Abbreviations: ACC, Acetyl-coenzyme A carboxylase; b.w., body weight; C group, control
Printed in U.5.A. group; CV, coefficient of variation; 2-DG, 2-deoxy-D-glucose; D group, diabetic group;
Copyright @ 2012 by The Endocrine Society DM, diabetes mellitus; EF, epididymal; FAS, fatty acid synthase; Glut 4, glucose transporter
doi: 10.1210/en.2011-1675 Received August 24, 2011. Accepted February 2, 2012. type 4; GTT, glucose tolerance test; HDLE, high-density lipoprotein cholesteral; HOMA-IR,

homeostasis model of assessment-insulin resistance; IRS1, insulin receptor substrate 1; ITT,
insulin tolerance test; K, glucose disappearance rate; M group, melatonin group; MT1,
melatonin receptor subtype 1; NEFA, nonesterified fatty acid; po, per os; RP, retroperito-
neal; STZ, streptozotocin; TAG, triacylglycerol.
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Summary

Peptides generated in the intracellular environment by the proteasome have been
suggested to modulate G-protein coupled receptor signal transduction modulating protein
interactions within cells. Moreover, a previous study suggested that a shift in the intracellular
peptide profile could help to improve insulin resistance in a model of mice that are fed with a
high fat diet. Here. our aim was to identify specific intracellular peptides in the adipose tissue of
Wistar rats that could be involved in the physiology of the body weight control. Using semi-
quantitative mass spectrometry and LC/MS/MS analyses we identified ten peptides in the
epididymal adipose tissue of these animals and found that three peptides were slightly increased
by at least 1.7-fold in rats that were fed with a high caloric Western diet when compared to rats
fed with a control diet. Two of these peptides that the relative concentrations increased in the
adipose tissue of animals fed with a Western diet were further investigated and suggested to
bind to specific proteins present in the cytosol o adipose tissue. These peptides were also shown
to slightly increase insulin-stimulated glucose uptake in 3T3-L1 adipocytes. Together, these
results corroborate the previous suggestions that intracellular peptides could be functional

within adipose cells.
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ABSTRACT

Croton zehntneri, a plant native to northeastern Brazil, is widely used in folk medicine
to treat gastrointestinal problems and has rich essential oil content. The effects of the
essential oil of Croton zehntneri (EOCZ) and its main constituent anethole on several
models of gastric lesions were studied in mice and rats. Oral treatment with EOCZ and
anethole, both at doses of 30-300 mg/kg, caused similar and dose-dependent
gastroprotection against ethanol- and indomethacin-induced gastric damage, but did
not change cold-restraint stress-induced ulcers in rats. Furthermore, EOCZ and
anethole (both at 30 and 300 mg/kg) similarly and significantly increased the mucus
production by the gastric mucosa, measured by Alcian blue binding, in ethanol-
induced ulcer model. However, at the same doses, neither EOCZ nor anethole
promoted significant alteration in gastric production of non-protein sulthydryl
groups. In pylorus-ligated model, neither EOCZ nor anethole (both at 30 and
300 mg/kg) had a significant effect on the volume of gastric juice, pH, or total acidity.
The results of this study show for the first time that EOCZ possesses a gastroprotective
potential, an effect mostly attributed to the action of anethole. This activity is related
predominantly to the ability of EOCZ and anethole to enhance the production of
gastric wall mucus, an important gastroprotective factor. Furthermore, they suggest
that EOCZ has potential therapeutic application for the treatment of gastric ulcers.

INTRODUCTION

reported to exert antispasmodic effects in a variety of
smooth muscle preparations, but their effects are rela-

Croton zehntneri Pax et Hoffm. Vel aff. (Euphorbiaceae), is
an aromatic bush native to northeastern Brazil, where it
is popularly called ‘canela de cunha’ [1]. It has a rich
essential oil content (2—3% of leaf dry weight) comprised
of several terpenes [1,2]. Its leaves also are used to flavor
food and extracts of its bark and leaves are employed, as
decoctions or infusions, to relieve disturbances of
gastrointestinal function such as gastrointestinal pains
and colic [1,3,4].

The essential oil of Croton zehntneri (OECZ) and its
main constituents, anethole and estragole, have been

tively selective for gastrointestinal preparations [5,6],
justifying the use of the plant in folk medicine. In mice,
EOCZ induces antinociception, probably by an indirect
mechanism such as an anti-inflammatory effect [7].
Recently, it was reported that the intravenous injections
of EOCZ induced biphasic changes in blood pressure in
conscious normotensive rats [8]. Initially, a rapid
bradycardia occurred coincidentally with an arterial
hypotension (i.e. vagus reflex) and then an increase in
blood pressure. Further studies carried out in anesthe-
tized rats showed that EOCZ-induced capsaicin-like

© 2012 The Authors Fundamental and Clinical Pharmacology ® 2012 Société Francaise de Pharmacologie et de Thérapeutique
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ABSTRACT

This study investigates the effects of essential oil of Pterodon polygalaeflorus (EOPP)
and B-caryophyllene (B-CAR). EOPP and B-CAR relaxed the basal tone of ileum
smooth muscle in a concentration-dependent manner (IC5ys = 394.35 + 62.12
and 68.65 * 9.51 pg/mL respectively), an effect that was unaltered by hexame-
thonium, r-nitroarginine methyl ester or indomethacin. Both EOPP and B-CAR
evoked a concentration-dependent relaxation of ileum pre-contracted with KCl
with an ICs, value of 107.78 £ 10.47 and 17.35 £ 0.75 pg/mL, respectively.
EOPP and B-CAR inhibited the contractions induced by acetylcholine (ACh) and
by KCl In ileal preparations, the CaCl,-induced contractions were reduced by
EOPP (300 pg/mL) and B-CAR (100 pg/mL). Furthermore, CaCl,-induced con-
tractions were also reduced by EOPP (300 pg/mL) and B-CAR (100 pg/mL) in
ileal preparations pretreated with ACh under Ca’*-free condition and in the
presence of verapamil. EOPP (100 and 300 pg/mL) and B-CAR (30 and 100 pg/
mL) reduced the ACh-induced contractions of isolated rat ileum under Ca’*-free
conditions. In the presence of high KCl and Ca’*-free conditions, EOPP (300 pg/
mL) and B-CAR (100 pg/mL) reduced the contractions induced by barium. A
similar effect was also observed with verapamil. It is concluded that (i) B-CAR is
an important constituent involved in the myorelaxant and antispasmodic effects
induced by EOPP; (ii) the inhibitory effect on intestinal contractility is myogenic
and seems mainly mediated through an intracellular mechanism. However, the
ability of EOPP and B-CAR to decrease Ca’" influx through cytoplasmic membrane
could not be discounted.

INTRODUCTION

The genus Pterodon comprises few species widely distrib-
uted over several regions in Brazil. Their seeds are

commercially available in the medicinal flora market
being largely used for their pharmacological properties.
Oil from their fruits inhibits skin penetration of Schisto-
soma mansoni cercaria [1], and hydroalcoholic extracts

© 2009 The Authors Journal compilation © 2009 Société Francaise de Pharmacologie et de Thérapeutique
Fundamental & Clinical Pharmacology 1
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Abstract

Mentha x villosa Huds (Labiatae) is an aromatic herb widely used in folk medicine. Since the essential oil of the herb has many
pharmacological activities, including antispasmodic effects, we determined whether the oil and its major constituent, piperitenone
oxide (PO), have antinociceptive activity. The essential oil of M. x villosa (EOMV) and PO administered orally at 200 mg/kg
(vehicle: 0.1% Tween 80 in water) significantly reduced the writhings induced by acetic acid from control values of 59.5 + 3.1
SIN=10)t0319+28s(N=10)and 238 + 3.4 s (N = 10), respectively. When administered at 100 and 200 mg/kg, EOMV
reduced the paw licking time for the second phase of the formalin test from the control value of 206 £ 2 1s(N=13)t0 5.3 £
22s(N=12)and 2.7 + 1.2 s (N = 18), respectively. At 100 and 200 mg/kg, PO reduced this second phaseto 83+ 27 s (N =
12)and 3.0 £ 1.2 s (N = 10), respectively. This effect of EOMY and PO was not reversed by naloxone. EOMY and PO had no
significant effect on the first phase of the formalin test. As evaluated by the hot-plate and tail immersion test, EOMY and PO, at
doses up to 200 mg/kg, showed no analgesic activity. These results show that EOMY and PO have antinociceptive activity and

suggest that this effect is probably an indirect anti-inflammatory effect, which does not involve the central nervous system.

Key words: Mentha x villosa essential oil; Analgesia; Nociception; Anti-inflammatory effect; Piperitenone oxide

Introduction

Many mentha species are used all over the world as
coleretic, spasmolytic, and analgesic agents (1). In the
Northeast of Brazil, Mentha x villosa Huds (Labiatae), an
aromatic herb, is widely used in folk medicine as a stomachic
and anxiolytic agent, and for the treatment of menstrual
cramps and diarrhea with colic and blood in the stools (2).
Its leaves also are used to flavor food.

Earlier studies with AMentha x villosa have reported its
antiparasitic activity in amebiasis, giardiasis, and urogenital
trichomoniasis (3). In our laboratory, we have shown that
the essential oll of M. x villosa (EOMV) blocks excitation-
contraction coupling in skeletal muscle and causes con-
traction by releasing Ca?* from the sarcoplasmic reticulum
(4). Piperitenone oxide (PO), the major constituent of

EOMY, exerts an antispasmodic effect on the intestinal
smooth muscle of guinea pigs (5). In conscious rats, in-
travenous administration of EOMY elicited immediate and
dose-dependent decreases in mean aortic pressure and
heart rate (6). Pretreatment of rats with hexamethonium
reduced the EOMV-induced bradycardia without affecting
the hypotension and suggested that the activity of this es-
sential oil has neural and myogenic components (6). In both
DOCA-salt-hypertensive and uninephrectomized control
conscious rats, EOMV decreased mean aortic pressure
and heart rate in a dose-dependent manner, and its action
in hypertensive animals was enhanced compared to the
uninephrectomized controls (7). The major constituent of
EOMV has been reported to induce a significant and dose-
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