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RESUMO

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

Diabetes mellitus € uma doenca resultante da baixa sensibilidade a insulina
ou insuficiéncia da célula beta pancreatica ou da associacdo 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, politria, 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 captacdo de glicose, oxidacao 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 adipdcitos 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 expresséo 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 relacdo ao grupo C, enquanto o tratamento com
melatonina associada a pioglitazona foi capaz de restaurar essa capacidade.
Finalmente, os animais tratados com melatonina mostraram expressao génica
aumentada de IR, C/EBPa e FAS, e o grupo MP mostraram expressao génica
aumentada de G6PDH e C/EBPa. Em concluséo, o tratamento com melatonina foi
capaz de atenuar as anormalidades metabodlicas 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 complicacbes que afetam diversos o6rgaos e sistemas do
organismo. Um estudo realizado pela Organizagdo 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 os
diabéticos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 1997).

A incidéncia de Diabetes Mellitus vem aumentando dramaticamente nas
tltimas 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 nimero 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 hipertensdo e
dislipidemias. De fato, a resisténcia periférica & acdo da insulina estd 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 hipertenséo arterial (Mcfarlane, 2001).

O padrdao de distribuicho da gordura corporal também apresenta forte
correlacdo com o DM, onde a adiposidade visceral, mesmo na auséncia de
obesidade clinica, é 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 correlagdo 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 varias 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 mecéanicos, mas também um papel
enddcrino importante. A descoberta de que o tecido adiposo secreta diversos
fatores e de suas relacfes diretas e indiretas em processos que contribuem na
aterosclerose, hipertensao arterial, resisténcia a insulina e DM demonstram uma
relacdo intima entre adiposidade, sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares,
assim como o papel endocrino do tecido adiposo modulando o comportamento
funcional do préprio 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 endocrina,
sintetizando e secretando proteinas com atividades biolégicas. 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 fungéo
endocrina do tecido adiposo é bem ilustrada pela secrecdo de leptina e

adiponectina, ambas possuindo um importante impacto no metabolismo energético.



20

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 acdo sobre o hipotalamo, modulando o peso corporal, a
ingestao de alimentos e o estoque de lipidios (Lord et al., 1998; Friedman, Halaas,
1998 Friedman, 2002). Existe uma correlacéo linear positiva (r = 0,8) entre os 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 ligacdo com seu
receptor Ob-R que € 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 ingestao 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),
pulmao (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 concentracao 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 supresséo 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 arqueado 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 inje¢cdo no terceiro ventriculo
cerebral aumenta a expressao génica de lipase horménio sensivel (HSL) no TAB
(Tajima et al., 2005).

O efeito da leptina sobre o metabolismo néo se limita ao hipotalamo, mas
também a outros tecidos que expressam o receptor de leptina (Tartaglia et al.,
1995). A leptina age diretamente no musculo esquelético aumentando a oxidacao 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
imunoldgico (Schaffler et al., 2007; Schaffler et al., 2006; Batra et al., 2007).

Uma diminuicdo da sinalizacdo ou da funcéo 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 imunoldgica mediada por linfécitos T (Farooqi et al., 2002;
Strobel et al., 1998), que pode ser tratada com a sua reposi¢cao hormonal (Paz-Filho
et al. 2011). Niveis elevados de leptina em pacientes obesos ndo promovem
supressdo do apetite devido a resisténcia a leptina por um defeito na sinalizacao 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), hexdmero 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
concentragdo 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 macrofagos e mondcitos de humanos
(Chinetti et al., 2004) e recentemente foi demonstrado que ambos também séo
expressos no hipotalamo (no nucleo paraventricular), indicando que a adiponectina
exerce papel especifico no cérebro (Kos et al., 2007). A via de sinalizacdo
intracelular ativada depende do tipo de receptor, sendo predominante a fosforilagédo
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-inflamatorio (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: reducéo 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
gue favorece a aterosclerose, Okada et al., 2006), atividade hepatoprotetora,
prevenindo o desenvolvimento de esteatose induzida por alcool em camundongos
ob/ob (Xu et al. 2003, Masaki et al. 2004). Niveis plasmaticos de adiponectina
reduzidos foram observados em pacientes com hepatite cronica (Durante-Mangoni
et al., 2006); possui acdo no hipotalamo, 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 producdo de IL-8 em condrécitos 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 expressao de TNF-a em adipécitos
hipertrofiados e na condicdo 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
funcdbes do TNF-a como uma citocina pré-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 expresséao (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 ndo em todos os estudos (Schreyer et al., 1998).

Alguns estudos mostram clara relagéo entre altas concentragdes 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 secre¢ao
da glandula pineal, sendo sua producao feita de maneira ritmica e inibida pela luz,
ocorrendo, portanto, no ciclo escuro, e o tempo de duracdo de sua secrecao é
proporcional ao tempo de escuriddo (Armstrong, 1989; Cipolla-Neto; Afeche, 1992;
Cagnacci, 1996). A ritmicidade circadiana de sua sintese é dependente de uma via
neural que se inicia por neurdnios da retina, que, através de projec¢des 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 axonios aos ganglios cervicais superiores (GCS), os
guais, 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 o0s
receptores al e 1 adrenérgicos nos pinealdcitos, desencadeando uma cascata de
sinalizagdo que promove a ativacdo 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
circulacao e transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) através da acao da enzima
triptofano hidroxilase 1 (TPH1), cuja atividade esta 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), linfocitos 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 interacdo
da melatonina com esses receptores de membrana desencadeia vias de
sinalizacdes diferentes dependendo do tecido alvo. Por exemplo, em células 3
pancredticas, a ligagdo com receptores MT1 leva a ativacdo de proteina G inibitoria
(Gi), resultando na reducgéo da atividade da adenil-ciclase e queda da geragao de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e diminui a secre¢ao de insulina (Peschke et
al. 2000). No entanto, a ligacdo 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 o0s 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 6rfao para retinoide) em
células mononucleares sanguineas de humano (Garcia-Maurino et al., 1998;
Lardone et al., 2006), em cérebro (Caballero et al., 2008) e O6rgaos periféricos de

camundongos (Naji et al. 2004). Um dos efeitos mais estudados, que independem
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de interacdo com receptores, € a acao 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 complicacdes diabéticas, que incluem desordem
neurodegenerativa (Sharma, Briyal, Gupta, 2005), nefropatias (Kurcer et al., 2007),
peroxidacdo lipidica elevada em testiculos (Armagan et al. 2006) e complicacdes
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 acao 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 redu¢do na secrecdo de
testosterona, T3 e IGF1 plasméatico (Rasmussen et al., 1999). Quando administrada
por um periodo prolongado de 12 semanas, reduz o peso corporal e 0s 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 melaton  ina

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
horménios 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 excitacado 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 préatica clinica no controle glicémico de pacientes com diabetes tipo
2 (DREAM, 2006). O PPARYy € um receptor nuclear que € altamente expressado no
tecido adiposo e € um ativador dominante da diferenciacdo de adipdcitos (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 nao
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 hormoénios regulam o desenvolvimento,
diferenciacdo e fungédo 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 hormonios
tireoidianos. S&o 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 relacdo funcional entre a
glandula pineal e o tecido adiposo se tornou mais evidente apés estudos pioneiros
com adipocitos 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 anabolica de adipdcitos determinada por testes bioldgicos in
vitro, isto é, intensificou a oxidagdo de glicose e reduziu a sintese de lipidios
(Alonso-Vale et al., 2004).

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

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
contetudo proteico total. Esse efeito parece ser transmitido através da cascata
intracelular da insulina, j& 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 ativacédo 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 é modulada pela melatonina, e essa
interacdo nao esta limitada aos aspectos metabdlicos, mas abrange outras fungdes
do adipdcito, interferindo com a sua habilidade de funcionar como um 6rgéo

endécrino. Para o esclarecimento do mecanismo basico desse sinergismo
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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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6 CONCLUSOES

Os animais diabéticos tratados com melatonina apresentaram, em relacao

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 alterac&o 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.

Concentracao 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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