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RESUMO

RODRIGUES, S. C. Efeitos da pinealectomia e do bloqueio da sinalizacdo do
receptor de glicocorticoides sobre as funcdes metabdlicas e inflamatorias
hepéticas. 2015. 107 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Os ritmos bioldgicos circadianos garantem a relacdo temporal entre os seres e 0
ambiente. A regulacdo metabdlica se relaciona a ritmicidade dos ciclos de claro-
escuro, com importancia das acdes da melatonina e dos glicocorticoides no figado.
Investigamos o papel dos glicocorticéides no ajuste metabolico mediado pela
secrecao ritmica de melatonina e no contexto inflamatério hepético. Ratos Wistar
machos pinealectomizados tratados ou ndo com RU 486 tiveram o padrao circadiano
circulante de corticosterona, insulina e glicose aferido ao longo de 8 ZTs. No ZT10,
analisou-se a expressdo de RNAm e protéica envolvidas em ac¢des metabdlicas e
inflamatorias. Os resultados dos testes in vivo de toleréncia a glicose e ao piruvato,
secrecao de insulina estimulada por glicose (GSIS) e avaliacdo no figado da p-AKT
estimulada no ZT 10, em conjunto com as alteracdes na composicdo corpérea,
contetdo de glicogénio e histologia do figado, apontam maior influéncia da
sinalizacdo por corticosterona no metabolismo da glicose e resposta insulinica
hepética, assim como correlacdo dos efeitos da melatonina e dos glicocorticéides no
metabolismo energético e na modulacdo da resposta inflamatéria hepatica.

Palavras-chave: Figado. Metabolismo energético. Inflamacdo. Glicocorticoides.
Melatonina.



ABSTRACT

RODRIGUES, S. C. Effects of pinealectomy and blockade of signaling by
glucocorticoid receptor on the metabolic and inflammatory liver fuctions. 2015.
107 p. Ph. D. thesis (Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sédo Paulo, 2015.

Circadian biological rhythms guarantee the temporal relationship between living
beings and the environment. Metabolic regulation relates to the rhythm to the light-
dark cycle, with importance of the actions of melatonin and glucocorticoids in the
liver. We investigated the role of glucocorticoids in the metabolic adjustment
mediated by rhythmic secretion of melatonin and in the liver inflammatory context.
Male Wistar rats pinealectomized treated or not with RU 486 had the circadian levels
of circulating corticosterone, insulin and glucose measured along 8 ZTs. At ZT 10, we
analyzed mRNA and protein expression related to metabolic and inflammatory
actions. Our results from in vivo tests to glucose and pyruvate tolerance, glucose
stimulated insulin secretion (GSIS) and evaluation in liver of p-AKT stimulated at
ZT10, along with the changes on body composition, glycogen content and liver
histology, indicate influence of corticosterone signaling on glucose metabolism and
insulin response in liver, as well as correlation of melatonin and glucocorticoids
effects in energy metabolism and in the modulation of inflammatory response in liver.

Keywords: Liver. Energy metabolism. Inflammation. Glucocorticoids. Melatonin.



1 INTRODUCAO

11 CONSIDERACOES GERAIS

Os ritmos bioldgicos circadianos constituem uma estratégia adaptativa que
garante a relacdo temporal entre os seres vivos e seu meio ambiente, em geral
sincronizada pelo ciclo claro-escuro do dia e da noite. Para isso, a temporizagcéo
circadiana organiza os processos fisioldgicos e comportamentais para que diferentes
orgaos e sistemas operem de forma adaptada a fase do dia, com variacdes
qualitativas e quantitativas que garantem a perfeita relacdo temporal entre os seres
vivos e seu ambiente e, por extensdo, a sobrevivéncia individual e da espécie.
Assim, a sinalizacdo do ciclo claro-escuro ao organismo € fundamental para a
regulacdo da maioria das funcbes inerentes a sobrevivéncia de um animal, posto
que modifica padrées hormonais, metabdlicos e comportamentais do individuo.
Diversas fun¢gBes do organismo, como a reproducao, frequéncia cardiaca, funcdo
renal, motilidade intestinal, ciclos de sono-vigilia, fendbmenos de torpor e hibernacéao,
dentre outros, apresentam regulacéo ciclica (BOYCE; BARRIBALL, 2010).

Sabe-se que processos ritmicos associados ao balanco energético e suas
alteracdes metabdlicas resultantes variam sazonalmente de acordo com a
disponibilidade de alimentos, ciclos reprodutivos sazonais, migratérios, etc. (SCOTT,;
GRANT, 2006). Uma das estratégias mais importantes, filogeneticamente
selecionada nos vertebrados para garantir a sincronizacdo dos processos ritmicos
fisiolégicos e comportamentais com o meio ambiente, foi a de acoplar -
independentemente das caracteristicas de atividade da espécie - a secrecdo de
melatonina pela glandula pineal ao periodo da noite, de forma dependente da
duracdo deste periodo. Dessa forma, para os vertebrados, a producdo de
melatonina adquire a caracteristica funcional de representar e sinalizar para o0 meio
interno (pela sua maior ou menor concentragdo plasmatica) se € noite ou dia no
meio exterior, além de sinalizar, por meio da duracdo do episédio secretdrio, a
duracéo da noite externa e a estac¢ao do ano (REITER, 1993).

A organizacdo do sistema de temporizacdo circadiana depende de um
oscilador central, localizado nos ndcleos supraquiasmaticos hipotalamicos (NSQ),

gue através de sinais neurais e humorais sinaliza a pineal o grau de luminosidade



ambiental e também controla os reldgios periféricos localizados em todos os 6rgaos
e tecidos efetores.

Vérios fatores participam da sinalizac&o claro-escuro, porém os mais evidentes
sob o ponto de vista enddcrino sédo, além da melatonina na fase de escuro, a acédo
dos horménios corticosterona e cortisol na fase de claro, os glicocorticéides ativos na
maioria dos mamiferos e na espécie humana, respectivamente.

Os hormonios glicocorticoides sdo esteroides, produzidos a partir do colesterol,
na zona fasciculada e reticular do coértex das glandulas adrenais. O colesterol
provém de ésteres de colesterol armazenados na célula, e que provem de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que circulam no sangue, ou da sintese de
novo a partir do acetato nas glandulas adrenais (ORTH; KOVACS, 1998). Exercem
um papel importante em varios 6rgdos e sistemas, participando da regulagéo
fisiologica e da adaptacédo as situacfes de estresse.

A concentracdo de glicocorticéide circulante é regulada através do ajuste do
eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal, influenciado por fatores como o ritmo
circadiano (BRADBURY et al., 1991), estresse (MAKINO; HASHIMOTO; GOLD,
2002) e o feedback negativo (LAUGERO, 2004); este ultimo fator € exercido pelo
préprio glicocorticéide, agindo sobre os receptores glicocorticoides (GR), presentes
no hipotadlamo e na hipofise.

Devido a sua natureza quimica, os glicocorticéides circulam ligados a proteinas
plasmaticas e se difundem através da membrana plasmatica da célula alvo, ligando-
se aos receptores de glicocorticGides no citoplasma. Os complexos hormonio-
receptor formados séo translocados ao nucleo onde se ligam a regifes especificas
do DNA, os elementos de resposta aos glicocorticoides (Figura 1). Essa ligacdo
estimula ou inibe eventos de transcricdo do gene-alvo, dando-se através das
flutuacBes nos niveis protéicos resultantes desse processo os efeitos bioldgicos dos
glicocorticéides (CONSIDINE, 2005).
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Figura 1: O cortisol, produzido pelas glandulas supra-renais humanas, é um sinalizador hidrofébico que forma
um complexo receptor ligante, entrando no ndcleo, onde vai ativar a transcrigdo de genes.

Farmacologicamente, a sinalizacdo dos glicocorticoides pode ser bloqueada
com o farmaco RU 486 ou mifepristona (Figura 2). O RU 486 € um antagonista de
receptor de progesterona que, em altas concentracdes, provoca um bloqueio do GR
(FLESERIU et al, 2012), mas ndo dos receptores de mineralocorticoides
(CASTINETTI; CONTE- DEVOLX; BRUE, 2010).
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Figura 2: Mecanismo de acdo de um anti-hormdnio. AH: anti-hormdnio. Modificada de MAO; REGELSON;
KALIMI, 1992.



Os glicocorticéides séo sinalizadores do inicio do periodo diurno em animais
cujo periodo ativo é o dia (inclusive em humanos) e de importante participacdo no
inicio do ciclo de vigilia, sendo bem conhecido o pico de cortisol matinal em
humanos (WEITZMAN et al., 1971). J& em animais cujo periodo ativo € o noturno, o
que se nota € a existéncia do pico de glicocorticoide no inicio da noite, de modo
compativel aos habitos noturnos da espécie (FULLER; GOOLEY; SAPER, 2006).

Nos mamiferos, a pineal ndo apresenta caracteristica de 6érgdo fotoreceptor
como em outras espécies animais em que a luz inibe diretamente a producdo de
melatonina. O controle dos ciclos ambientais de iluminagdo sobre a produgéao de
melatonina nos mamiferos se da de forma indireta, por projecdes retinianas para
estruturas diencefalicas e destas para os neurdnios pré-ganglionares que, através
da inervagdo simpatica periférica, inervam a glandula pineal (BARTOL et al., 1997,
CIPOLLA-NETO et al., 1995; CIPOLLA-NETO et al., 1999; RIBEIRO-BARBOSA et
al., 1999).

Dessa forma, a melatonina pode regular e sincronizar, circadiana e
sazonalmente, processos fisioldgicos vitais como atividade e repouso, sono e vigilia,
processos reprodutivos, secre¢bes hormonais e a aquisicdo, armazenamento,
consumo e preservacdo de energia e, conseqlentemente, todos 0S processos

envolvidos na regulacdo do metabolismo energético.

1.2 CONTROLE DO METABOLISMO ENERGETICO

Ao longo do desenvolvimento evolutivo, podemos observar em diversos
animais plesiomorficos em relagdo aos mamiferos, incomum disposi¢cao anatdémica
dos Orgdos dos sistemas fisiologicos. Por exemplo, em crustaceos, o
hepatopancreas concentra funcbes de pancreas endocrino, pancreas exocrino e
figado num sé érgéo.

Quanto aos 6rgéos envolvidos no controle do metabolismo, € possivel verificar
de maneira clara a interseccdo entre funcédo e disposicdo anatdémica dos érgéos
(com circulagdo associada) em varias espécies animais, inclusive no humano, em
que a circulagdo porta-hepéatica permite intima e privilegiada sinalizagdo entre
sistema digestivo e glandulas associadas. Em mamiferos, como nesta tese
estudados, a concentracdo no pancreas de funcdes exocrinas (no sistema

digestorio) e endocrinas demonstra quéo regulada precisa ser a secre¢cdo de



hormoénios controladores do metabolismo de acordo com o tipo e quantidade de
alimentos ingerida. De modo geral, em todos 0s 6rgaos animais, a fina comunicacéo
entre o tecido que os perfaz e os sistemas circulatorio e nervoso locais permitem a
adequacdao entre a funcéo do 6rgao ao status sistémico do organismo.

A insulina, principal horménio pancreético, tem diversas acdes bem conhecidas
sob o metabolismo hepatico de mamiferos, estimulando a captacao de glicose e seu
armazenamento na forma de glicogénio bem como sua utilizacdo como substrato
para lipogénese. Pode também aumentar o fluxo da via glicolitica e via das
pentoses, inibindo glicogendlise, gliconeogénese e formacdo de corpos cetbnicos.
Tais efeitos se devem principalmente a ativacdo da glicoquinase (Gck) e da
glicogénio sintase (Gys), bem como a inibicdo de enzimas de ac¢do antagbnicas a
estas, como glicose-6-fosfatase (G6pc) e glicogénio fosforilase (CHEATHAM; KAHN,
1995).

A manutencdo da homeostase da glicose em todo o corpo é dependente de
uma resposta secretora apropriada de insulina pelo pancreas e da sensibilidade
apropriada dos tecidos aos efeitos da hiperinsulinemia e hiperglicemia, de modo a
aumentar a absorcgéo de glicose (BAJAJ; DEFRONZO, 2003). Por sua vez, os efeitos
combinados de insulina e hiperglicemia para promover a utilizacdo de glicose
dependem fortemente de dois mecanismos acoplados: (1) a supressédo da producéo
hepética de glicose (PHG) e (2) a estimulagdo da captacdo de glicose por tecidos
periféricos, principalmente o muscular (DEFRONZO, 1997; MANDARINO et al.,
2001). A captacdo de glicose pelo tecido é regulada pelo fluxo através de duas
grandes vias metabdlicas: a glicllise (que representa cerca de 90% da oxidacéo da
glicose) e a sintese de glicogénio (BAJAJ; DEFRONZO, 2003).

1.3 METABOLISMO HEPATICO

Por sua vez, o figado, 6rgao alvo deste estudo, além de ser considerado um
tecido provedor de substratos energéticos, juntamente com a musculatura e o tecido
adiposo; é um dos principais tecido-alvo dos horménios reguladores do fluxo de
energia no organismo, participando ativamente do metabolismo de lipideos,
proteinas e, principalmente, do metabolismo de carboidratos (ARIAS et al., 1988).

Diversas vias bioquimicas intercelulares s&o continuamente ativadas e

desativadas no figado, muitas garantem a regulacdo de processos centrais do



metabolismo energético, tais como glicélise, gliconeogénese e glicogendlise. Além
de serem regulados pelo figado esses eventos metabdlicos ocorrem também neste
orgdo e estdo diretamente ligados a distirbios e patologias associadas como
sindrome metabdlica, diabetes, obesidade, etc.

A insulina e glucagon pancreéticos atingem o figado via circulagdo porta e
influenciam diretamente a homeostase energética sistémica através de suas acdes
hepaticas. O glucagon previne a hipoglicemia por estimular uma producéo de glicose
a taxa suficiente para prover o sistema nervoso central (SNC) além de outras
necessidades de glicose, como as geradas por exercicio muscular, que diminuem
reciprocamente 0s niveis de insulina, sendo que um declinio na taxa
insulina/glucagon promove glicogenolise hepatica (UNGER; DOBBS; ORCI, 1978).

Sob condi¢gbes anabdlicas, a insulina estimula a sintese de glicogénio ativando
simultaneamente glicogénio sintase e inibindo de glicogénio-fosforilase (DENT et al.,
1990). Este efeito da insulina € mediado através da fosfatidil inositol 3 quinase
(PISK), que inativa quinases tais como glicogénio sintase quinase 3 e ativa
fosfatases, como fosfatase proteica 1 (PPI). Varios estudos demonstraram de forma
convincente que os inibidores da Pl 3K e da glicogénio sintase podem inibir e abolir
a sintese de glicogénio (SALTIEL; KAHN, 2001).

Do ponto de vista fisiolégico, faz sentido que a ativacdo do transporte de
glicose e da glicogénio sintase estejam ligadas a um mesmo mecanismo de
sinalizacdo, a fim de proporcionar uma estimulacdo coordenada e eficiente do
metabolismo da glicose intracelular (BAJAJ; DEFRONZO, 2003).

Quando o glicogénio hepético € deplatado, baixo niveis de insulina liberam
aminoacidos a partir da proteina muscular (MARIISS et al., 1971) e acidos graxos
livres a partir de triglicérides (MCGARRY; FOSTER, 1977) que provém ao figado
substratos para gliconeogénese e ketogénese. Glucagon, por sua vez, promove
tanto gliconeogénese quanto ketogénese no figado. A combinacdo de baixa insulina
com alto glucagon promove duas mudancas vitais: (1) prové o figado de precursores
energeéticos e, (2) aumenta as capacidades gliconeogénica (EXTON; PARK, 1969) e
de ketogénese (MCGARRY; WRIGHT; FOSTER, 1975) hepaticas. Com a producao
de cetona subindo, esta esta cada vez mais presente no SNC, como substrato
energético alternativo a glicose, o que diminui a gliconeogénese e economiza
proteinas, talvez um mecanismo adaptativo crucial para o prolongamento da

sobrevivéncia no jejum (CAHILL, 1971).



Similarmente, durante exercicio extenuante, com alta utilizacdo de glicose
pelos musculos (VRANIC; WRENSHALL, 1969), havera um aumento marcante da
producado de glicose hepatica (VRANIC; KAWAMORI; WRENSHALL, 1974; VRANIC
et al., 1976), em grande parte glucagon-mediada (GALBO; HOLST; CHRISTENSEN,
1975; GANDA et al.,, 1977), que previne a hipoglicemia e prové ajuste vital na
sobrevivéncia durante situagdes de “luta- ou- fuga”.

Além disso, apds uma noite de jejum (estado pds-absortivo), a maior parte da
utilizagcéo total de glicose ocorre em tecidos independentes da insulina, cerca de
50% no cérebro e 25% na area esplénica (figado e tecidos gastrointestinais). A
utilizacdo basal de glicose, que na média € de aproximadamente 2,0 mg/kg/min,
precisamente correspondente a liberacdo basal de glicose pelo figado (BAJAJ;
DEFRONZO, 2003).

Apés a ingestdo de uma refeicdo contendo glicose, a maior parte (cerca de
80% a 85%) tem utilizacdo no tecido muscular. A manutencdo da homeostase da
glicose é dependente de trés processos intimamente relacionados: (1) de secrec¢ao
de insulina pelas células B pancreaticas, (2) a estimulacdo da captacdo de glicose
pelos tecidos esplénicos (figado e intestino) e periféricos (principalmente muscular),
e (3) a supressao da producdo de glicose hepatica. Embora o tecido adiposo seja
responsavel por apenas uma pequena quantidade de utilizacdo de glicose total do
corpo (4% a 5%), ele desempenha um papel muito importante na manutencéo da
homeostase da total de glicose do corpo (BAJAJ; DEFRONZO, 2003).

A chamada resisténcia hepatica a insulina (RHI) pode ser bem exemplificada
em estados patolégicos como o diabetes tipo Il, em que ocorre elevacdo na PHG
mesmo com leve a moderada hiperinsulinemia de jejum, sendo o grau do acréscimo
na PHG basal intimamente correlacionado ao grau de hiperglicemia em jejum
(DEFRONZO et al, 1985; DEFRONZO; FERRANNINI; SIMONSON, 1989;
DEFRONZO, 1997). Assim sendo, quando ha RHI, o figado, enquanto tecido-alvo da
insulina, perde sua capacidade de responder apropriadamente ao estimulo
hormonal, em condi¢cdes euglicémicas, o que também pode acontecer com a
musculatura e tecido adiposo.

Tendo em vista que a hiperinsulinemia € um potente inibidor de PHG
(CHERRINGTON, 1999), a resisténcia hepatica a acdo da insulina deve estar
presente no estado pds-absortivo para explicar a producéo excessiva de glicose pelo

figado. A hiperglicemia per se também exerce uma agao supressiva poderosa sobre



a PHG (DEFRONZO et al., 1983). Por isso, também deve haver resisténcia a glicose
no que diz respeito ao efeito inibitério da hiperglicemia na PHG, e esta tem sido bem
documentada (MEVORACH et al.,1998).

Sabe-se hoje que o controle do figado sobre o metabolismo também esta sob a
influéncia de varios outros fatores, por exemplo, a microbiota intestinal, que
recentemente vem sendo apontada por desempenhar um papel importante na
manutencdo da saude do figado e suas fun¢cdes homeostaticas (LAU; CARVALHO;
FREITAS, 2015).

A relacéo anatdbmica e funcional entre intestino e figado, também através da
circulacado portal, possibilita que o figado receba cerca de 70% do seu aporte
sanguineo a partir do intestino, o que favorece influéncias bidirecionais e, assim,
representa a primeira linha de defesa contra os antigenos derivados do intestino
(COMPARE et al., 2012).

Devido a este link com o intestino, o figado € constantemente exposto a
produtos bacterianos derivados do 6rgdo. As células imunes, como as células de
Kupffer (macréfagos) reconhecem padrées moleculares associados a agentes
patogénicos moleculares (APMs) através de receptores de reconhecimento de
padrdes, por exemplo, os receptores de tipo Toll (TLR), desempenhando assim um
papel importante na protecdo sistémica bacteriana (MENCIN; KLUWE; SCHWABE,
2009).

Estudos clinicos em mulheres com dietas controladas nas quais os niveis de
colina foram variaveis, mostraram relacdo entre niveis de Gammaproteobacteria e
Erysipelotrichiwere diretamente relacionados as alteragdes na gordura do figado
durante a deplecdo de colina. (SPENCER el al., 2011) Além disso, de maneira
independente da obesidade, um estudo recente demonstrou que a flora intestinal
marcadamente impacta o metabolismo dos lipideos no figado (LE ROY et al., 2013),
podendo, inclusive, causar injlria hepatica com fibrose do tecido, como visto em
alguns experimentos envolvendo transplante de microbiota em camundongos (DE
MINICIS et al., 2014).



1.4 GLICOCORTICOIDES E O METABOLISMO ENERGETICO

Os hormonios glicocorticoides corretamente secretados e circadianamente
regulados sdo cruciais para o pleno controle sistémico do metabolismo energético ao
longo do dia e variagbes sazonais ambientais.

Os glicocorticéides estimulam a mobilizacdo de proteinas para disponibilizar
aminoacidos para a gliconeogénese, diminuindo sintese proteica e aumentando a
protedlise (DARMAUN; MATTHEWS; BIER, 1988), além de ativar enzimas
gliconeogénicas, exercendo assim um importante papel na manutencéo da glicemia
durante o jejum. Em situagcbes extremas, em que ocorre auséncia de
glicocorticéides, a protedlise pode nado ser suficientemente ativada podendo causar
coma glicémico e morte.

Em excesso os glicocorticbides também podem ser prejudiciais, acarretando
em hiperglicemia, pois sua funcdo é antagonica a da insulina. Nessas condicoes,
inclusive, pode inibir sua secre¢éo, assim como a captacéo de glicose pelo musculo
e tecido adiposo. Tal efeito anti-insulinico parece ocorrer tanto ao nivel do receptor
de insulina como em etapas posteriores (GENUTH, 1993).

1.5 REGULACAO CIRCADIANA DO METABOLISMO ENERGETICO

E principio fundamental que todos os seres vivos mantenham uma relacéo
adequada entre a aquisicdo, armazenamento e o consumo energético, de modo a
garantir sua sobrevivéncia. Para os animais € absolutamente necessario que o
periodo de procura de alimento seja otimizado de forma a estar de acordo com o
periodo circadiano de atividade da espécie e também perfeitamente sincronizado
com o momento do dia em que a probabilidade de aquisicdo energética € a maior
possivel.

Nos mamiferos, o processo de aquisicao energética tem condicionantes mais
complexos e a sua expressao ritmica circadiana ndo esta estritamente alocada ao
dia ou a noite em todas as espécies, mas sim ao surto diario de atividade tipico da
espécie, isso de modo dependente da histéria filogenética da espécie e seu nicho
ecolégico. Dessa forma, de acordo com as adaptacdes particulares de cada espécie,
as fungdes metabolicas se modificam circadianamente de acordo com o periodo de

atividade/aquisicéo energética e o periodo de repouso/jejum.



Tendo em vista que a aquisicdo energética € condicdo absoluta para a
manutencdo da vida, € compreensivel que fatores sinalizadores intrinsecos do
estado metabdlico do organismo (como glicemia, insulinemia, niveis dos estoques
energeéticos, sinalizadores da presenca de nutrientes no trato gastrointestinal, etc.)
devam também, paralelamente aos sincronizadores circadianos classicos, regular e
sincronizar a propria expressao ritmica circadiana da atividade e do repouso e, em
particular, dos processos de aquisicdo, armazenamento, consumo e preservacao de
energia.

No contexto deste trabalho, a melatonina pode alterar o metabolismo
energético de acordo com periodos ambientais especificos e assim alterar a
utilizacao de glicose e outros substratos energéticos.

A importancia da melatonina na regulacdo hepatica da homeostasia energética
ja foi explorada por nos e por outros grupos. E sabido que o figado é 6rgéo-chave da
manutencdo da glicemia dentro de uma faixa estreita, funcdo esta desempenhada
por (a) sua capacidade metabdlica direta de liberar glicose na circulacdo pela
glicogendlise e a gliconeogénese e (b) pela sua funcdo endocrina de secretar uma
substéancia sensibilizadora a insulina (hepatic insulin sensitizing substance- HISS).

As flutuacbes circadianas das atividades metabdlicas do figado sdo bem
conhecidas. O ritmo circadiano da producdo hepatica de glicose e da expresséo de
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) no figado de ratos apresenta-se variavel
de acordo com a oscilacdo diaria da ativacdo nervosa autondmica e do
comportamento alimentar (CAILOTTO et al., 2005; CAILOTTO et al., 2008). Também
ja foi demonstrado aumento da glicemia e reducao dos niveis de melatonina noturna
em individuos diabéticos (RADZIUK; PYE, 2006).

Nesse sentido, nosso grupo demonstrou que a auséncia de melatonina
provocada pela retirada cirtrgica da glandula pineal, ou pinealectomia, também
diminui a producdo hepética de proteina morfogénica 6ssea 9 (BMP9), um forte
candidato a desempenhar o papel da HISS (CAPERUTO et al., 2008). Além disto,
também observamos que a capacidade metabdlica do figado € modulada pela
auséncia de melatonina a medida que a pinealectomia desencadeia um estresse de
reticulo endoplasmatico (RE) noturno no tecido hepatico, como descrito
detalhadamente a seguir.

Nestes animais, a pinealectomia desencadeou um quadro de resisténcia

hepatica noturna a insulina, caracterizada pela reducao da fosforilacdo da proteina



quinase B (AKT) e aumento da expressao de PEPCK no periodo escuro. Estas
alteracdes foram suprimidas pela reposi¢cdo com melatonina.

A pinealectomia promoveu o aumento noturno de varios marcadores do
estresse de RE, como activating transcription fator 4 e 6 (ATF4 e 6), proteina
chaperone de ligacao, (BiP) e CCAAT/enhancer-binding protein-homologous protein
(CHOP), induzindo um ritmo circadiano de expressao destas proteinas, que estavam
ausentes no figado de animais intactos ou pinealectomizados tratados com
melatonina. Proteinas que medeiam a resisténcia hepética a insulina induzidas pelo
estresse do RE, como tribble 3 protein (TRB3), regulatory-associated protein of
MTOR (RAPTOR) e rapamycin-insensitive companion of mTOR (RICTOR), também
estavam aumentadas no figado de animais pinealectomizados apenas durante o

periodo noturno; tal alteracdo também foi revertida pela reposi¢cao de melatonina.
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Figura 3: Diagrama representando o modelo proposto de resisténcia a insulina durante o periodo noturno no
figado de ratos pinealectomizados (PINX). Modificada de NOGUEIRA et al., 2011.

Este foi o primeiro estudo que relatou alteragdes circadianas nas vias de
sinalizacdo ativadas pelo estresse de reticulo endoplasmatico relacionadas a

auséncia de melatonina e a resisténcia insulinica noturna (NOGUEIRA et al., 2011).



Um aspecto central das agOes da melatonina sobre o metabolismo de
carboidratos € que a pinealectomia promove aumento de duas vezes nos niveis de
glicocorticéides circulantes. Esse efeito foi consistentemente observado em ratos
pinealectomizados em trés periodos do dia (as 8, 14 e 23 h), porém com
manutenc¢ao do padrao de ritmicidade circadiana (ALONSO-VALE et al., 2004).

Estudos classicos demonstraram que melatonina e pinealectomia tém acao
modulatéria sobre as glandulas adrenais (HEIMAN; PORTER, 1980; OXENKRUG;
MCINTYRE; GERSHON, 1984). Entretanto, € amplamente conhecido que os
glicocorticéides sdo potentes estimuladores da producdo hepatica de glicose. Até o
momento ndo estd esclarecido se os efeitos da melatonina sobre a regulacdo da
producdo hepética de glicose sdo diretos ou dependentes da acdo dos
glicocorticéides.

Tendo em vista que muitas das alteracBes metabdlicas hepaticas observadas
em animais pinealectomizados podem ser devidas ao reajuste da secrecdo e agao
de glicocorticoides nestes animais, faz-se importante a elucidacdo da real
participacdo desses hormdnios nos eventos controladores do metabolismo
energético hepatico.

Nesta investigacdo visamos esclarecer se as principais alteraces metabdlicas
energéticas observadas na pinealectomia e relatadas na literatura, geralmente no
contexto de auséncia e reposicdo de melatonina, ndo poderiam, na verdade,
decorrer diretamente de um fator enddcrino potencialmente mais atuante, pelos
préprios efeitos classicos sobre seus tecidos-alvo e através de seu principal

mecanismo: sinalizacdo intracelular via GR.

1.6 HOMEOSTASIA GLICEMICA, ESTRESSE OXIDATIVO E INFLAMACAO
HEPATICA

Véarias comorbidades conhecidas podem estar associadas a inflamacéo
hepatica, por exemplo: Sobrepeso visceral, hiperinsulinemia/ diabetes, hipertensao
arterial e obesidade. Muitos destes sdo decorrentes principalmente do aumento
cronico da glicemia.

E sabido que a doenca hepética gordurosa ndo alcdolica (DHGNA), condicéo
clinico-patoldgica presente na esteatose, esteatohepatite e uma série de formas

mais graves de doencas hepéaticas como a cirrose e carcinoma (LEVENE; GOLDIN,



2012) é parte da sindrome metabdlica e presente em individuos que sofrem de
diabetes mellitus tipo I, obesidade e dislipidemia (POWELL et al., 1990). Na
patogénese da DGHNA, a resisténcia a insulina parece desempenhar papel
fundamental (TARANTINO et al., 2007), sendo a progressdo da doenca
normalmente associada ao estresse oxidativo e a sinalizacdo inflamatdria pelo tecido
adiposo, culminando na forma inflamatéria da patologia, a esteatohepatite
(CORTEZ-PINTO; DE MOURA; DAY, 2006).

Embora atualmente ndo haja tratamento estabelecido para DHGNA, a maioria
das estratégias terapéuticas tem como alvo a melhoria da resisténcia a insulina (RI),
engquanto mecanismo fisiopatoldgico subjacente mais importante da DHGNA e da
esteatose nédo alcodlica (ENA) (BUFIANESI; MCCULLOUGH; MARCHESINI, 2005).

A ligacdo entre resisténcia a insulina e DHGNA é bem conhecida e, a respeito,
se destacam mudancas nos mecanismos que levam ao inicio e a progressao da
doenca pela sinalizacao da insulina alterada. O metabolismo lipidico alterado devido
a resisténcia a insulina gera intermediarios lipidicos que podem ativar diferentes
guinases: Mammalian target of rapamycin (mTOR), c-Jun N-terminal kinase (JNK) e
proteina quinase C original (nPKC) (SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008). A
ativacdo dessas quinases tem efeito de feedback negativo sobre a sinalizacédo de
insulina, contribuindo para a resisténcia a insulina e para o estado hiperinsulinémico,
gue aumenta a liponeogénese de novo e piora 0 acumulo de lipidios no figado
(ASRIH; JORNAYVAZ, 2013).

Sob o ponto de vista hormonal, ja foi demonstrado que animais depletados de
melatonina apresentam aumento de proteinas relacionadas a resisténcia hepatica a
insulina via estresse de RE, como TRB3 (NOGUEIRA et al., 2011). Segundo Du et
al. (2003), o aumento de TRB3 no figado de ratos resulta em hiperglicemia e
inativacdo da AKT, conhecida por inibir a morte celular programada, a apoptose.

Independentemente do motivo que provoca a hiperglicemia cronica e a RI, se
parte da adaptacdo metabodlica gestacional como visto em ratas prenhes a termo
(RODRIGUES et al., 2014), estas aceleram o processo de estresse oxidativo, que,
por sua vez, acelera a glicacdo avancada, gerando um grupo heterogéneo de
substancias conhecidas como produtos finais da glicacdo avancada (AGES).

Niveis elevados de intermediarios reativos conhecidos como a-dicarbonilas ou
oxoaldeidos formam a maior parte dos AGEs in vivo (DEGENHARDT, THORPE;
BAYNES, 1998), que se acumulam no meio intracelular e ativam vias de sinalizagéo



envolvendo varias funcdes proteicas. Essas vias podem ser ativadas de modo
dependente ou independente do receptor de produtos finais da glicacdo avancada-
RAGE (GOH; COOPER, 2008).

A glicacdo avancada se da ao longo de um periodo prolongado de tempo e
afeta proteinas de baixa taxa de renovacao, como componentes da membrana basal
(colageno 1V), miosina, tubulina, fibrinogénio (VLASSARA, 1996) e componentes da
matriz extracelular (DEGENHARDT; THORPE; BAYNES, 1998), que resultam, por
fim, nas alteragbes estruturais provocadas por AGEs, como 0 que ocorre no
diabetes. Tal processo se da através do decorrente aumento de rigidez protéica, da
resisténcia a digestéo proteolitica, do aumento de proteinas de matriz extracelular e
maior expressao de citocinas como o fator de crescimento transformador § (TGF B)
(FORBES et al., 2003; THROCKMORTON et al., 1995).

Na ocorréncia da ligacdo de RAGE com AGEs ha ativacdo de segundos
mensageiros intracelulares, como a proteina quinase C (PKC) e diacilglicerol que
tém como alvo final o fator nuclear kappa B (NFkB), que é translocado ao nucleo
onde ativa transcricdo proteica especifica, incluindo citocinas proé-inflamatorias
(GOLDIN et al., 2006; SCHIEKOFER et al., 2003), sendo que a regido promotora do
receptor (RAGE) contem elementos de ligacdo ao NF-kB (LI; SCHMIDT, 1997).

Sabe-se que ligacdo AGE-RAGE nas células endoteliais, por exemplo, pode
desencadear varios distarbios nas funcfes celulares e ativar vias envolvendo: (a)
NADPH oxidase, (b) geracdo de espécies reativas e oxigénio e (c) proteinas quinase
de acado mitogénica (MKPs) (SCHMIDT; STERN, 2000).

Ainda, o aumento da concentracdo de glicose intracelular pode gerar
inflamacéo pela via dos polidis, em que a aldose redutase reduz aldeidos a alcoois
inativos na célula. Essa enzima possui baixa afinidade pela glicose e em niveis
normoglicémicos é pouco ativada, porém, em hiperglicemia duradoura, a aldose
redutase também reduz o sorbitol, que posteriormente € oxidado a frutose, num
processo que consome NADPH, essencial na reducdo da glutationa reduzida,
importante antioxidante. O resultado é maior suscetibilidade da célula ao estresse
oxidativo num contexto pré-inflamatério (ENGERMAN; KERN; LARSON, 1994).

Além disso, desempenha papel crucial na inflamacao hepética os mediadores
inflamatdrios que normalmente estdo envolvidos em cascatas de sinalizacao
relacionadas a inflamacédo, a fibrose e até a tumorgénese. Nesse contexto, 0s

direcionadores do ritmo de progressdo da inflamagdo s&o: Status imune do
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organismo, estresse de reticulo endoplasmatico, citocinas e outros sinalizadores em
tecidos extra-hepaticos (TILG; MOSCHEN, 2010).

O fator alfa de necrose tumoral (TNF) também €& capaz de dirigir a transducao
de sinal para uma resposta apropriada aos diferentes estimulos devido a sua
capacidade de se ligar aos seus receptores tipo 1 e 2 e assim controlar as acoes
induzidas na célula (SCHWABE; BRENNER, 2006). Apoés a ligagcdo do TNF aos
seus receptores, ambos o0s tipos recrutam moléculas TNF-R1, associated death
domain protein (TRADD), TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2) e receptor-
interacting protein kinases (RIP) para ativar as vias de sinalizacdo da IKK e JNK,
relacionadas a mecanismos anti-apoptoticos e a proliferacdo. A inducédo da apoptose

pode ocorrer via Caspase 8 (Figura 4).
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Figura 4: Regulacdo da morte celular e proliferacéo no figado através das vias da NF-kB e JNK. Modificada de
NIKOLAOU; SARRIS; TALIANIDIS, 2013.

Complexos proteicos montados com os ligantes de TNF, receptores do tipo Toll
e receptores de IL1 medeiam a ativagdo da mitogen-activated protein kinase kinase
kinase 7 (TAK 1), cuja atividade é modulada por cylindromatosis (Cyld). TAK1
fosforila IKK B, que por sua vez fosforila a IkB, que conduz a sua degradagéo e
libertacdo do NF-kB (p50- p65) mediada por fatores ubiquitina- proteassoma. NF-kB,
por sua vez, é translocado ao ndcleo para ativar a transcricdo de genes pro-

sobrevivéncia e induz a expressdo de celullar caspase-8-like inhibitory protein



(cFLIP) e superodxido dismutase 2 (SOD2), que inibem a apoptose e o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS).

TAK1 também fosforila mitogen-activated protein kinase kinase 4/ 7 (MKK4/7),
que ativam JNK1/ 2. A ativacao rapida e transitéria de JNK em curto prazo induz a
expressdo de genes envolvidos no controle da proliferacdo. J4 a ativacdo de JNK
prolongada induz a expressdo de genes pré-apoptoticos e estabiliza a P53 e a via
apoptotica Bax/Bak-dependente. NF-kB regula a sua propria ativacao via modulacao
da expressdo de Cyld e a ativacdo de JNK via ativacdo de expressao de growth
arrest and DNA damage-inducible protein beta (Gadd 4583), que inibe MKK4/ 7. A
ativacdo JNK também é modulada por acumulo de ROS através da atividade da
fosfatase 1 de dupla especificidade (DUSP 1) e caspase-3/ 8 (NIKOLAOU; SARRIS;
TALIANIDIS, 2013).

1.7  GLICOCORTICOIDES E INFLAMACAO

Muitos atores do sistema enddcrino tém efeitos sobre os niveis glicémicos do
organismo. Os glicocorticéides sdo horménios hiperglicemiantes e que afetam muito
o metabolismo lipidico, em condicdes fisioldgicas. Assim como a melatonina, esses
horménios mostram influéncia sobre a melhora ou agravamento do quadro de
inflamacé@o hepética dependentemente da situacdo fisiolégica sistémica em que
estdo inseridos.

Os glicocorticoides sao hormoénios essenciais a vida, sendo a sobrevivéncia na
auséncia das glandulas adrenais e sem reposi¢cao hormonal limitada a poucos dias.
Além de atuar na producdo de glicose a partir de proteinas e facilitar o metabolismo
das gorduras, os glicocorticéides afetam profundamente o sistema imune, exercendo
grande influéncia sobre o complexo conjunto de reacfes ao traumatismo tecidual,
infecc@o ou proteinas estranhas (GENUTH, 1993).

Os hormoénios cortisol, corticosterona e todos os glicocorticéides sintéticos
inibem fortemente a reacédo imune local imediata a leséao tecidual, através da inibicéo
de acbes coordenadas por prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, 6xido nitrico
(NO) e fator ativador de plaquetas que normalmente atuam no aumento da
permeabilidade microvascular para permitir maior infiltracdo de leucocitos e por isso
tem grande aplicacéo terapéutica (CATO; WADE, 1996).



A inibicdo dessas reacdes pelo cortisol se deve pela supressédo da sintese e
liberacdo do acido araquidbnico, precursor de muitos mediadores imunes pro-
inflamatorios e inducdo de lipocortina, que inibe a fosfolipase Az (libera o acido
araquidénico de sua ligacdo com a fosfatidilcolina) sendo a producdo de &cido
araquidonico pela fosfolipase Az limitante do processo de sintese de
prostaglandinas, leucotrieno e tromboxanos (PERRS; FLOWER, 1990). Ademais, 0s
glicocorticéides estabilizam os lisossomos e assim reduzem a liberacdo local de
enzimas proteoliticas e de hialuronidase, que contribuem localmente para a
formacdo de edema, também reduzem a expressdo dos genes que codificam a
cicloxigenase 2 (que atua na sintese de prostaglandinas na direcdo dos produtos
inflamatorios) e a sintase do 6xido nitrico (NOS) (ALLISON; LEE, 1989).

Sobre os tipos celulares, sabe-se que cortisol pode ainda inibir a diferenciacéo
e proliferagdo de mastdcitos inflamatorios locais. O cortisol inibe o recrutamento dos
leucdcitos humanos a partir dos vasos sanguineos, diminuindo sua marginalizacéo e
adesdo ao endotélio capilar via inibicdo da producdo e fixacdo dos receptores
especificos nas células endoteliais e dos peptideos quimiotaxicos que atraem esse
tipo celular (CALVANO et al., 1987). Além disso, o cortisol também inibe atividade
fagocitica e bactericida dos neutrofilos da mesma maneira que inibe o chamado
burst oxidativo que acompanha esses eventos, estimulado pelos leucotrienos.

Interessantemente, o niumero de neutréfilos liberados pela medula éssea na
corrente sanguinea aumenta apesar de sua eficacia diminuir (UMEKI; SOEJIMA;
1990), e o numero de eosindfilos também parece diminuir em resposta ao cortisol via
estimulo apoptético (SCHLEIMER, 1990).

Os (glicocorticéides também podem agir suprimindo um processo base da
resposta inflamatdria crénica a uma lesdo ao provocarem impedimento da formacgéo
de paredes conjuntivas em resposta a inflamacao. Os glicocorticdides diminuem a
contagem de linfocitos circulantes derivados do timo (células T), devido a maior
ocorréncia de apoptose. Seu transporte para o local de estimulagcdo antigénica e
suas funcdes também séo reduzidas resultando em comprometimento da imunidade
mediada por células (ALLISON; LEE, 1989).

Quando um antigeno entra no organismo, é fagocitado por um macréfago que
apresenta o antigeno para as células T e libera, simultaneamente, interleucina 1
(IL1) que ativa o subgrupo de células T auxiliares, que por sua vez, secretam varias

interleucinas. Estas produzem cascatas de reacfes que geram namero ainda maior



de células T ativadas e incrementam a produc¢éo de citocinas, influenciando diversas
funcdes (GENUTH, 1993). Os glicocorticéides inibem a apresentacdo inicial do
antigeno e a producéao de IL1, IL2, IL6, interferon-y e outros produtos de macrofagos
e linfocitos, afetando muito mais as células imunes em repouso do que as que ja
foram ativadas previamente. A proliferacdo de linfécitos é inibida nos estagios da
interfase Go e G1 e 0s monadcitos tém sua diferenciacdo a macrofagos interrompida
(LANSBERG; YOUNG, 1992). As células T ativadas recrutam e ativam os linfocitos
B que produzem anticorpos especificos contra os antigenos; os glicocorticéides
também apresentam ac¢do inibitéria, mesmo que indireta, sobre a producdo de
anticorpos a medida que inibem a ativacdo das células T.

A atividade imune varia de acordo com o periodo ativo da espécie, nos
humanos varia num padréo diurno oposto ao da secre¢ao de cortisol, pois este inibe
as respostas imunes; ja as citocinas, por sua vez, estimulam a liberacéo de cortisol.
Sendo assim, existe relacdo de feedback negativo entre o eixo hipotalamico-
hipofisario-adrenal e o sistema imune.

A IL1, a IL6 e o TNF estimulam o hormonio corticotropina (CRH) e
consequentemente a secrecdo de horménio adrenocorticotropico (ACTH), que
estimula a zona fasciculada da adrenal a produzir glicocorticéides. Adicionalmente,
0s genes do CRH e ACTH sédo expressos por algumas células imunes, podendo
haver efeitos autécrinos e paracrinos sobre a resposta imune (MASTORAKOS;
CHROUROS; WEBER, 1993).

TNF é uma citocina que induz respostas de proliferacdo, producdo de
mediadores inflamatérios, morte celular e executa importante acdo na patogénese
do choque séptico. E produzida principalmente por macréfagos, mas também por
varios outros tipos de células (WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003) em
resposta ao lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas (LPS); além disso, é um
importante ativador de vias de sinalizacdo intracelulares pré-inflamatorias e pro-

apoptaoticas.
1.8 MELATONINA E INFLAMACAO
Nos ultimos vinte anos, varios pesquisadores demonstraram clara interferéncia

da melatonina nas respostas imunes do organismo (LISSONI et al., 1994,
MAESTRONI, 1998; NELSON; DEMAS, 1997; REITER; GUERRERO, 2002).



Atualmente, a melatonina é conhecida por exercer importante papel na modulacdo
das respostas inflamatorias e efeito protetor no choque séptico e hemorragico.

A melatonina funciona como um antioxidante potente, eliminando o radical livre
hidroxila e peroxinitritos- um oxidante reativo produzido a partir da reacéo de NO e
de superoxidos (GILAD et al., 1997; REITER, 1995a; REITER, 1995b). Aumentos na
producdo de NO estdo presentes em diversos processos patofisiologicos incluindo
varias formas de choque circulatério e inflamacdo (NATHAN; XIE, 1994; SZABO,
1995). Sua producdo se da através das enzimas denominadas NOS, sintases de
oxido nitrico, que convertem L-arginina em NO, este, por sua vez, desempenha
funcdes na regulacdo cardiovascular (relaxamento endotelial), no sistema nervoso
central e periférico (papel nos efeitos de aminoacidos excitatérios em curto prazo,
bem como em longo prazo sobre o cérebro desenvolvimento, degeneracdo de
neurbnios e de células da retina, neurotransmissao, papel no efeito periférico
analgésico da acetilcolina, entre outros) e em repostas imunes (ativacdo de
macréfagos e células de Kupffer) e outros mecanismos de homeostasia (MONCADA;
PALMER; HIGGS, 1991).

A isoforma induzivel de NOS (iNOS) é responsavel pela producéo excessiva de
NO na inflamacéo. Esta isoforma pode ser expressa em muitos tipos de células
incluindo macrofagos, neutrdéfilos, células endoteliais, musculo liso vascular e
condrdcitos (NATHAN; XIE, 1994; SZABO, 1995), e sua expressdo envolve mdltiplas
vias de transducé&o de sinal, incluindo a ativacéo de tirosina-quinases e translocagao
do NF-kB para o nicleo (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; NATHAN; XIE, 1994).
INOS pode ser induzido pelo LPS, e por citocinas pro-inflamatorias, como o
interferon-y (IFN-y). Ja os glicocorticoides, a trombina e uma variedade de citocinas
antiinflamatérias podem suprimir a expressdo de iINOS (NATHAN; XIE, 1994
SZABO, 1995).

Sabe-se que a vigilia forcada por trabalho noturno leva a disruptura nos ritmos
circadianos por afetar a sintese e secre¢do de melatonina pela glandula pineal, e
assim influenciar diretamente a producéo de citocinas inflamatorias e o sistema
imune inato (CASTANON-CERVANTES et al., 2010). Em humanos, foi relatada
alteracdo de secre¢do de melatonina e cortisol em trabalhadores noturnos que
interfere diretamente nos niveis de IL1B salivar (REINHARDT et al., 2012). O padréao

de secrecao de IL1B parece ser mantido apenas na presencga do ritmo circadiano



adequado, portanto, tal padréo parece ser suscetivel a mudanca na secre¢do de
melatonina pela pineal.

Efeitos imunomoduladores da melatonina foram demonstrados in vitro
(GONZALEZ-HABA et al., 1995; MAESTRONI, 1995) e in vivo (PIERPAOLI, 1993).
Os macroéfagos e os linfocitos T auxiliares (TCD4) vém sendo apontados como 0s
principais alvos celulares das acdes imunomoduladoras da melatonina (LISSONI et
al., 1993; MAESTRONI; CONTI; LISSONI et al., 1994).

Funcdes da melatonina secretada por tecidos extra pineal sobre ativacdo de
células polimorfonucleadas (neutrofilos, eosindfilos e baséfilos) e mononuceladas
(linfécitos e mondcitos) também foram apontados no sangue (CARRILLO-VICO et
al., 2004) e periténio (MARTINS et al., 2004).

A melatonina é apontada como inibidora do NF-kB e do desencadeamento da
resposta inflamatoria (BENI et al., 2004; GILAD et al., 1998). A ativacdo do NF-kB
em células monoculeadas durante a hiperglicemia do diabetes é um passo
importante do desenvolvimento de complicacbes vasculares presentes no diabetes
avancado (LISSONI et al., 1994; SZABO, 1995), o que parece ser decorrente de
hiperglicemia crénica e/ou dos efeitos in vivo dos AGEs (CONTI; MAESTRONI,
1995; LISSONI et al., 1994; LISSONI et al., 1995).

Estudos diversos apresentam a idéia de que a hiperglicemia de curta duragéo
também leva a disfuncdo celular endotelial (GILAD et al., 1997; MAESTRONI;
CONTI; PIERPAOLI, 1987; REITER, 1995a; REITER, 1995b), ao aumento da
producao de radicais livres (LISSONI et al., 1993; PIERPAOLI, 1993) e a ativacao de
NF-kB nas células vasculares dos musculos lisos (GILAD et al., 1997). Tais efeitos ja
foram observados em hiperglicemias de pequena duragdo, como a pdés-prandial e
outras induzidas experimentalmente (LISSONI et al., 1993; SZABO, 1995), indicando
que a hiperglicemia induz vias de transducdo de sinal in vivo que conduzem a
ativacéo de NF-kB.

Desta maneira, hipotetizamos se seriam o0s glicocorticoides, modulados pela
auséncia de melatonina central, os principais agentes das alteracfes fisiologicas
relacionadas ao metabolismo energético observadas na pinealectomia. Além disso,
interessamo-nos se iSsO ocorreria através de mecanismos classicos de agédo e

sinalizacdo dos glicocorticoides.



6. CONCLUSOES

Tomados em seu conjunto, 0s resultados desta tese apontam que as
alteracbes observadas no ZT 10 em animais pinealectomizados, quanto ao
metabolismo energético e a modulacao da inflamacéo hepéatica, relacionam-se entre
si e decorrem do aumento da corticosterona no periodo de transicéo claro-escuro. A
melatonina parece influenciar a secrecado de glicocorticdides no periodo, que age
direta e conjuntamente a melatonina, nas alteragcbes dos aspectos avaliados no
ZT10.

6.1 METABOLISMO HEPATICO ENERGETICO

O aumento dos niveis circulantes de corticosterona no ZT 10 decorre da
auséncia de melatonina proveniente da glandula pineal.

A sinalizacdo hormonal via receptor de glicocorticoides regula a maior parte
das acdes da melatonina sobre o metabolismo da glicose e a resposta hepatica a
insulina. Além disso, alteracdes relacionadas a gliconeogénese e ao estoque de
glicogénio também decorrem de acéo direta de glicocorticéides sobre o figado.

As alteracdes observadas quanto ao metabolismo energético hepatico se
relacionam ao desequilibrio no status transcricional de varias proteinas

possivelmente indicadoras da inflamacéo e estresse oxidativo no tecido hepatico.

6.2 INFLAMACAO HEPATICA

Parece haver participacdo conjunta dos glicocorticbéides e da auséncia de
melatonina central sobre a modulacéo da inflamacéo hepatica.
Os eventos que regulam a proliferacéo celular e a apoptose do tecido hepatico

podem ser consequéncia principalmente das ac¢des dos glicocorticoides.
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