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RESUMO

Carmo-Buonfiglio D. Estudo da sintese de melatonina em retinas de ratos Wistar diabéticos
[tese (Doutorado em Fisiologia e Biofisica)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo; 2010.

A retina estd envolvida no sistema sincronizador enddgeno assegurando o ajuste de suas
fungdes as mudancas diarias na intensidade de luz. Como resultado, muitos fendmenos foram
descritos sendo ritmicos. A sintese de melatonina na retina ocorre de maneira circadiana na
camada fotorreceptora, e age localmente como um neuromodulador promovendo a adaptacéo
fisioldgica da retina ao escoto-periodo. Sabendo-se que o estresse oxidativo, decorrente da
hiperglicemia, € um dos principais fatores que contribui com o desenvolvimento da
retinopatia diabética, que a melatonina é conhecida por ser um dos maiores antioxidantes
naturais e que ha ainda uma escassez de dados na literatura sobre a sintese do referido indol
mediante o quadro de diabetes, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar na retina de animais
diabéticos o contetido de melatonina e as enzimas envolvidas em sua via de sintese ao longo
das 24 horas. Para isso, ratos Wistar mantidos em biotério com ciclo claro-escuro de 12h/12h
tiveram o quadro diabético induzido por STZ (60mg/kg, i.p.). Os animais diabéticos tratados
com insulina receberam subcutaneamente 2U de insulina de liberacao lenta no comeco do dia
e no comeco da noite receberam 4U, sendo 2U de insulina regular mais 2U de insulina de
liberacdo lenta, totalizando 6U por dia durante os trés dias. Os animais foram sacrificados 3
dias pos-inducéo a cada 3 horas ao longo das 24 horas. Os resultados encontrados mostraram
uma significante reducdo no conteddo de melatonina nas retinas dos animais diabéticos
devido a diminuicdo de atividade da enzima AANAT e o tratamento com insulina foi eficaz
em restabelecer ambos os pardmetros. Presume-se que a diminuic¢do da atividade da AANAT
seja um reflexo da reducdo no conteddo de AMPc, ja que o AMPc regula a estabilidade desta
enzima por ativar PKA e esta, por sua vez, fosforila AANAT protegendo-a da degradacgéo
proteassomal, refletindo dessa forma na sintese de melatonina. As outras enzimas (TPH e
HIOMT) envolvidas na sintese de melatonina ndo foram afetadas em 3 dias do inicio do
quadro diabético, assim como a expressao génica do transportador de glicose e do receptor de
insulina. Mediante a esses dados, pode-se supor que as retinas dos animais diabéticos estdo
mais vulneraveis aos danos decorrentes do quadro diabético, ja que a protecao antioxidante da
melatonina estd diminuida. Na patologia como o diabetes Mellitus o aumento do estresse
oxidativo, devido ao aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio, combinado com a
diminuicdo da protecdo antioxidante da melatonina, pode, possivelmente, ter um papel no
desenvolvimento da retinopatia diabética.

Palavras-chave: Melatonina. Retina. Diabetes. AANAT. Estreptozotocina.Insulina.



ABSTRACT

Carmo-Buonfiglio D. Impairment of retinal melatonin synthesis in diabetic Wistar rat [Ph. D.
thesis (Physiology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo
Paulo; 2010.

Melatonin, synthesized mainly by the pineal gland, is also produced in the retina of several
vertebrate species. Retinal melatonin synthesis occurs in the photoreceptor layer and, as
observed in the pineal gland, shows a clear daily variation with low levels during the light
period and high levels at night. This indolamine controls several retinal physiologic rhythmic
phenomena, including the characteristic of being the most powerful natural free radical
scavenger. The purpose of the present work is evaluating the diurnal profile of retinal
melatonin content and the enzymes involved in its biosynthetic pathway in retinas of
streptozotocin-induced diabetic rats. Male Wistar rats, entrained to a 12h:12h light/dark cycle,
were diabetic-induced by an intraperitoneal injection of streptozotocin. Insulin-treated
diabetic animals received 2U of subcutaneous long action insulin in the beginning of the day
and a mix of 2U of regular and 2U of long action insulin in the beginning of the night for
three days. Animals were sacrificed every 3 hours throughout the 24 h light-dark cycle for
retinal melatonin content, enzymes activity, CAMP content and gene expression analysis. As
expected, control animals showed a clear retinal melatonin daily rhythm with high levels at
night. Interestingly, decreased retinal melatonin was observed in the diabetic group. On the
other hand, immediate insulin treatment prevented melatonin synthesis reduction. In an
attempt to investigate why retinal melatonin is reduced in diabetic rats, the daily AANAT
activity profile was analyzed. The AANAT activity was higher in the dark and lower in the
light period in the control group. On the contrary, this daily fluctuation was abolished in
streptozotocin-induced diabetic rats and was completely restored in insulin-treated animals. It
is known that cCAMP level increase in the darkness stimulates aanat transcription via PKA and
CREB. PKA also phosphorylates AANAT, leading to its association with 14-3-3 proteins that
protect it from degradation. In this regard, we suppose the observed AANAT activity
reduction is due to the reduced retinal cAMP content found in the diabetic group. The present
data show a melatonin synthesis reduction in retinas of diabetic rats associated to a reduction
in AANAT activity that may be prevented by insulin treatment. This impairment could
compromise the physiological homeostasis in the retina where melatonin plays an important
role modulating circadian functions.

Key words: Melatonin. Retina. Diabetes. AANAT. Streptozotocin. Insulin.



1 INTRODUCAO

1.1 Retina

Apesar de sua localizagdo periférica a retina tem sua origem no sistema nervoso
central. Durante o desenvolvimento a retina forma-se a partir da evaginacdo do tubo neural,
chamada de vesicula otica. Esta invagina-se formando a cupula otica, onde a parede interna
forma a retina neural e a parede externa forma o epitélio pigmentado (Purves et al., 2001).

A retina é um tecido de aproximadamente 0.5 mm de espessura e 42 mm de diametro,
localiza-se a frente do epitélio pigmentado que delineia a parte posterior do olho (Webvision:
the organization of retina and visual system, 2007). Em vertebrados é composta por trés
classes funcionais de neurénios: os fotorreceptores (bastonetes e cones), os interneurénios
(células bipolares, células horizontais e células améacrinas) e as células ganglionares que
também sdo fotorreceptoras e possuem a melanopsina como fotopigmento (Kandel et al.,
2003).

Os corpos celulares e os contatos sinapticos desses neurdnios estdo organizados em
cinco camadas, sendo os corpos celulares localizados na camada nuclear externa, camada
nuclear interna e camada ganglionar, e 0s contatos sinépticos localizados nas camadas
plexiforme interna e externa (Figura 1). A informacédo flui anteroposteriormente dos
fotorreceptores para as células bipolares e dessas para as células ganglionares, bem como
lateralmente por meio das células horizontais na camada plexiforme externa, e por meio das

celulas amacrinas na camada plexiforme interna (Purves et al., 2001; Kandel et al., 2003).
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Figura 1. Estrutura da retina. (A) Seccdo da retina: visdo geral das camadas da retina. (B) Diagrama da
circuitaria basica da retina. As células fotorreceptoras, bipolares e ganglionares provém uma rota
direta na transmissdo da informacdo visual para o cérebro. As células horizontais e amacrinas
medeiam & interacdo lateral nas camadas plexiforme externa e interna, respectivamente. Os termos,
interno e externo, designam a distancia relativa do centro do olho (interno, perto do centro do olho,
externo, longe do centro do olho ou em direcéo ao epitélio pigmentar).

Fonte: Adaptado de Purves et al. (2001).
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A camada fotorreceptora contém dois tipos celulares: cones e bastonetes. Os cones séo
responsaveis pela visdo diurna e os bastonetes medeiam a visdo noturna. Os bastonetes séo
muitos sensiveis a luz, e, portanto, funcionam melhor com baixas intensidades de luz, como
as que estdo presentes nos crepusculos ou a noite, quando a maioria dos estimulos é fraca
demais para excitar os cones. Os cones desempenham funcdes em quase todas as tarefas
visuais, exceto na detec¢do de estimulos fracos (Kandel et al., 2003).

Ambos os tipos de células fotorreceptoras possuem um segmento externo que é
composto por discos membranosos que contém o fotopigmento e localizam-se adjacentes a
camada epitelial pigmentar. Esses discos desenvolvem-se como uma série de invaginacdes da
membrana plasmatica da célula, que por fim agrupam-se como pilhas de moedas (Purves et
al., 2001; Kandel et al., 2003).

Nos cones, os discos sdo continuos com a membrana plasmatica, enquanto nos
bastonetes eles se desprendem da membrana e tornam-se organelas intracelulares. Esses

discos sdo sintetizados perto do segmento interno das células fotorreceptoras, onde se localiza



0 ndcleo celular, e movem-se para 0 segmento externo da célula onde sdo constantemente
removidos por atividade fagocitaria do epitélio pigmentar (Purves et al., 2001; Kandel et al.,
2003).

1.2 Retina e o sistema circadiano

As transicOes noite / dia s&o 0s maiores eventos aos quais organismos vivos tém que se
adaptar tanto em relacdo a processos fisiolégicos como comportamentais. Muitos desses
fatores mudam ritmicamente de acordo com o percurso de cada dia. Ritmos que ocorrem com
uma periodicidade aproximadamente compativel a da rotacdo da Terra sobre seu proprio eixo,
e que continuam na auséncia do estimulo externo, sdo chamados de ritmos circadianos
(Moore-Ede et al., 1982 apud Harmer et al., 2001). Os ritmos circadianos sdo controlados por
um oscilador enddgeno, o relégio circadiano, permitindo que organismos se antecipem as
mudancas ritmicas do ambiente, mudando seu estado fisioldgico e fornecendo uma vantagem
adaptativa (Ouyang et al., 1998). Esses ritmos, embora dirigidos por um oscilador endégeno
localizado nos Nucleos Supraquiasmaticos (NSQ), sdo sincronizados com pistas ambientais
diarias féticas transmitidas pela retina (Hirota e Fukada, 2004), de forma que o ciclo claro-
escuro ambiental determine a fase exata do reldgio bioldgico (Moore, 1999).

O sistema circadiano é geralmente descrito em trés partes: um oscilador central que
gera a ritmicidade (NSQ), vias de entrada que recebem e conduzem as pistas ambientais em
direcdo ao oscilador, e componentes de saida que geram o0s ritmos visiveis. Essa
caracterizacdo esta simplificada, pois os componentes de entrada, como os fotorreceptores,
podem ser também componentes de saida (Bognar, 1999; Emery, 1998) e mesmo 0s
componentes de saida do relégio central (p.ex., secrecdo circadiana de melatonina e ritmo de
atividade-repouso) podem retroalimentar o préprio relégio, regulando o ritmo do oscilador
central (Lopez-Molina et al., 1997).

Além disso, sabe-se que a parte do NSQ, que é chamado de reldgio mestre, ha, em
outros tecidos, reldgios independentes que sdao chamados de osciladores periféricos e que,
geralmente, exibem oscilac@es ritmicas intrinsecas de expressdo dos genes reldgio, ainda que,
muitas vezes, defasada em relacdo ao ciclo dos genes do relogio presentes no NSQ (Green e
Besharse, 2004). Pouco se sabe sobre o sinal que acopla esses osciladores (a melatonina
poderia ser um elemento nesse processo), mas é claro que eles influenciam uns aos outros

para gerar um sistema circadiano coordenado (Reppert e Weaver, 2002).



A retina esta envolvida no sistema sincronizador enddgeno assegurando o ajuste de
suas funcdes as mudancas diarias na intensidade de luz. Como resultado, muitos fenémenos
foram descritos como sendo ritmicos, como por exemplo, a descamacdo e fagocitose dos
bastonetes (LaVail, 1976; Besharse e Dunis, 1983), a sensibilidade visual (Walker e Olton,
1979), o conteudo de melatonina in vivo (Pang et al., 1980) e in vitro (Tosini e Manaker,
1998), a sintese de dopamina (Doyle et al.,, 2002), a amplitude de ondas b no
eletrorretinograma (Brandenburg et al., 1983), o pH extracelular (Dmitriev e Mangel, 2001), a
pressdo intraocular (Boyd e Mcleod, 1964) e, por fim, a expressdo dos genes do pigmento
visual em fotorreceptores (Von Schantz et al., 1999). Muitos ritmos sdo sincronizados, pelo
menos em parte, pela liberagdo ritmica da melatonina e/ou da dopamina de origem prépria

retiniana (Green e Besharse, 2004).

1.3 Bases moleculares do sistema circadiano

A nivel molecular sabe-se que as algas de retroalimentacdo sdo os centros dos
processos oscilatorios circadianos e 0 mais interessante € que ocorrem a nivel transcricional
dos genes reldgio, criando um padréo oscilatério de expressdo génica que tem a propriedade
de determinar a expressdo ritmica dos chamados genes controlados pelo reldgio (“clock

controlled genes” - ccg), dirigindo, dessa forma, a expressao desses genes.

O reldgio circadiano de mamiferos envolve duas al¢as de retroalimentacdo integradas
compostas por elementos positivos e negativos (Figura 2). Os elementos positivos
compreendem duas proteinas, CLOCK e BMAL1, com dominios bHLH-PAS (basic helix—
loop—helix—PAS) que formam heterodimeros e ativam a transcri¢do dos genes relégio alvos
(Period (Per), Cryptochrome (Cry)) e dos genes controlados pelos relégio, por exemplo
Aanat e AC1, por se ligarem no elemento E-box na regido promotora desses genes (Munoz e
Baler, 2003; Tosini et al., 2008).

Com a ativacdo dos genes reldgio alvos, as proteinas PER se acumulam e formam
complexos com as proteinas CRY. O complexo PER/CRY é chamado de complexo
negativador, pois se transloca para o0 nulcleo e interage diretamente com o complexo
CLOCK/BMALL, reprimindo sua atividade, fechando assim a alca de retroalimentacao
negativa (Green e Besharse, 2004; Ko e Takahashi, 2006).

Concomitantemente, a segunda alca de retroalimentacdo envolve a trans-ativacdo dos
genes Rev-erba e Rora pelo complexo ativador CLOCK/BMALL. As proteinas REV-ERBa e

RORa competem pela ligacdo no elemento RRE (elemento responsivo a receptores 0rfaos) na



regido promotora do gene Bmall, no qual REV-ERBa inibe e RORa ativa a transcrigéo deste
gene (Ko e Takahashi, 2006; Tosini et al., 2008).

Os componentes centrais dessa rede de alcas de retroalimentacdo transcricional e
traducional possuem um padréo ritmico de expressdo de aproximadamente 24 horas (Lowrey
e Takahashi, 2004). Existem fatores pos-traducionais, como a fosforilagdo, acetilagdo,
ubiquitinacdo e degradacédo proteassomal, que regulam esse mecanismo gerador de oscilagdes
circadianas (Tosini et al., 2008).

Esse padrdo de expressdo génica ritmica, presente no nucleo supraquiasmatico, €

encontrado em diversos tecidos periféricos, entre eles, a retina.
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Figura 2. O mecanismo molecular do reldgio circadiano é composto por duas algas de retroalimentagdo. A alca
de retroalimentacdo positiva envolve as proteinas CLOCK e BMALL, que se heterodimerizam e
ativam a transcri¢do dos genes Per e Cry, e genes controlados pelo relégio. No citoplasma as proteinas
PER e CRY formam heterodimeros, entram no nicleo e interagem com CLOCK/BMALL inibindo
esse complexo (alga de retroalimentacdo negativa). CLOCK/BMALL também estimulam a transcricao
dos genes Rev-erba e Rora. A proteina REV-ERBa inibe a transcricdo de Bmall e RORa ativa a
transcricdo de Bmall.

Fonte: Adaptado de Tosini et al. (2008).



1.4 Sintese de melatonina na retina

Melatonina (N-acetil 5-metoxitriptamina), sintetizada principalmente pela glandula
pineal, é também sintetizada ritmicamente na retina de varias espécies de vertebrados. A
sintese de melatonina na retina ocorre principalmente na camada fotorreceptora, onde ela age
localmente como um neuromodulador promovendo a adaptacao fisiologica ao escoto-periodo
e regulando eventos circadianos que ocorrem na retina (luvone et al., 2005; Wiechmann e
Summers, 2008).

A melatonina age através de receptores de membrana de alta afinidade, sdo os
receptores MT1 e MT2 acoplados a proteina Gi que promovem uma redugdo na producéo do
AMPc (Morgan et al., 1994). O receptor MT,, aléem de ligar-se a G;, tem afinidade pela
proteina Gq1 que Ihe confere a caracteristica de poder aumentar a produgéo de diacilglicerol
e IP;, podendo resultar em maior concentracdo intracelular de célcio e atividade da PKC
(Barrett et al., 1998). Recentemente Baba et al.(2009) demonstraram que a melatonina modula
funcdes retinianas durante a noite aumentando a performance visual via MT1, nesse mesmo
estudo foi demonstrado que a melatonina aumenta a viabilidade dos fotorreceptores e das
células ganglionares durante o envelhecimento também via MT1. Atualmente, o papel dos
receptores de melatonina na retina ndo estd muito bem definido.

A sintese de melatonina na retina (Figura 3), como na glandula pineal, ocorre a partir
do amino&cido triptofano que € convertido em 5-hidroxitriptofano pela enzima triptofano
hidroxilase 1 (TPH1), que em seguida é convertido em serotonina (5-hidroxitriptamina) por
uma descarboxilase (AAAD- Descarboxilase de aminoacidos aromaticos). A serotonina, por
sua vez, é acetilada em N-acetilserotonina pela aril-alquilamina-N-acetiltransferase (AANAT)
e, por ultimo, é metilada pela hidroxi-indol-oxi-metiltransferase (HIOMT), gerando a

melatonina (N-acetil 5-metoxitriptamina) (Tosini e Fukuhara, 2003).
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Figura 3. Via metabdlica de sintese da melatonina.
Fonte: Adaptado de Cipolla-Neto e Afeche (2008).

AANAT é a enzima passo limitante da sintese de melatonina (Klein et al., 1996). Na
retina a AANAT é expressa principalmente na camada fotorreceptora (Niki et al., 1998),
porém ja foi detectada na camada nuclear interna e nas células ganglionares (Coon et al.,
2002; Liu et al., 2004).

A regulacdo da sintese de melatonina depende primariamente dos niveis de transcri¢ao
e atividade da enzima AANAT, ambos os fenébmenos possuem variacdo circadiana com
pronunciado aumento no periodo escuro.

Fukuhara et al. (2001) demonstraram que a exposicao a luz de retinas in vitro no meio
da noite reduz a atividade da enzima AANAT e, conseqlientemente, a sintese de melatonina
aos niveis diurnos em 30 minutos.

Esse mesmo grupo demonstrou que a exposicdo a luz ndo altera a expressao do RNA
mensageiro desta enzima, ficando claro que a reducdo de atividade é um fendmeno pos
traducional devido a degradacdo da proteina AANAT pela prote6lise proteassomal. Durante o
periodo noturno, a proteina AANAT é fosforilada pela proteina quinase A (PKA) e entdo se
associa a proteina 14-3-3 tornando-se mais estavel e protegida da degradacdo proteolitica
(Fukuhara et al., 2001; luvone et al., 2002; Pozdeyev et al., 2006).



As células fotorreceptoras despolarizam no escuro e hiperpolarizam em resposta a luz.
No periodo de escuro, quando os fotorreceptores estdo despolarizados, ocorre a abertura dos
canais de Ca*" dependentes de voltagem aumentando o influxo de Ca®*. O aumento de Ca*
intracelular ativa a enzima adenilato ciclase 1 (AC1) e conseglientemente aumenta 0s niveis
de AMP ciclico (Tosini e Fukuhara, 2003).

Existem diferentes isoformas de adenilato ciclase, a AC1 é neural especifica e ativada
pelo complexo Ca*/Calmodulina, sendo altamente expressa na camada fotorreceptora da
retina (Xia et al.,1993).

A regido promotora do gene da AANAT possui um elemento responsivo ao AMPc
(CRE) (Baler et al., 1997) e um E-box (Chen e Baler, 2000). A presenca de um E-box no
gene da AA NAT sugere que a transcricdo desse gene esta, também, sob o controle direto
do relogio circadiano (Tosini e Fukuhara, 2003).

Desse modo, a transcricdo desse gene é regulada tanto pelo aumento nos niveis de
AMPc no escoto-periodo, como diretamente pelo reldgio circadiano celular através do
complexo CLOCK/BMALL1.

Esse mecanismo dual de regulacdo da transcricdo da enzima chave AANAT e,
conseqiientemente, regulacdo da sintese de melatonina representa a interacdo entre mudancas
na luminosidade do ambiente e fendbmenos ritmicos circadianos celulares (Fukuhara et al.,
2004).

Além disso, existe uma sutil regulacdo que garante que a melatonina seja sintetizada
somente durante o periodo noturno. Estudos demonstraram que a habilidade de estimular a
sintese de melatonina retiniana com o escuro é dependente do periodo do dia no qual esse
estimulo é aplicado. Quando retinas foram expostas por 6 horas ao escuro em diferentes
periodos do dia, a sintese de melatonina s6 foi observada no final do dia (ZT9 — 15) e durante
a noite (ZT12 — 18), enquanto que a estimulacdo no comeco do dia (ZTO — 6 e ZT3 — 9) nédo
evocou resposta frente ao escuro (Fukuhara et al., 2004).

Nesse mesmo estudo as retinas foram incubadas com 8p-CPT-cAMP, um analogo do
AMPc permeavel a membrana que ativa a proteina quinase A (PKA), que induziu a sintese de
melatonina em todos os periodos estudados, inclusive no comeco do dia, mostrando que o
mecanismo que controla a sintese de melatonina, garantindo sua producdo somente no periodo
noturno, esta & montante do AMPc. Foi usado entdo, forskolin, um ativador direto da

adenilato ciclase, que assim como o estimulo escuro falhou em induzir a sintese de melatonina



no comeco do dia, indicando que, provavelmente, a enzima AC1 é o fator que limita a sintese
de melatonina ao periodo da noite.

Analises de expressdo do RNA mensageiro mostraram que 0s transcritos da enzima
AC1 possuem um claro ritmo circadiano na retina e na camada fotorreceptora com pico de
expressdo no final do dia, enquanto os niveis da proteina AC1 assim como o conteddo do
AMP ciclico possuem altos valores durante a noite (Fukuhara et al., 2004).

O ritmo circadiano observado tanto ao nivel transcricional quanto traducional da
enzima ACL1 é devido ao fato de haver um E-box na regido promotora do gene desta enzima,
que &, portanto, controlada pelos genes reldgio através do complexo CLOCK/BMAL1 (Chan,
2001; Fukuhara et al., 2004).

Resumidamente, o reldgio circadiano local regula a expressao ritmica dos transcritos
do gene da Aanat através do complexo CLOCK/BMALL e sua interacdo com E-box na regido
promotora desse gene. Além disso, o reldgio circadiano provém a expressdo ritmica da
enzima AC1 regulando temporariamente a habilidade do Ca®* em estimular a sintese do
AMPc. O escuro despolariza a membrana plasmatica das células fotorreceptoras permitindo o
influxo de Ca®* e a sintese de AMPc somente quando a enzima AC1 esta presente, no final do
dia e a noite. Dessa forma a AC1 determina o periodo do dia em que 0 AMPc estara em seu
nivel méximo. O aumento do AMPc, durante o escuro, estimula a expressao do gene Aanat
via PKA e CRE presente na sua regido promotora, aumentando a sintese protéica, ao mesmo
tempo em que promove a fosforilacdo da AANAT, levando a sua associagdo com a proteina
14-3-3. Essa associacdo protege a enzima AANAT de processos de ubiquitinacdo e destruicao

proteassomal (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo pelo qual o reldgio circadiano regula a expressao ritmica do gene Aanat.
Fonte: Adaptado de Tosini et al. (2008).

1.5 Diabetes Mellitus

A Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) estima que mais de 245 milhGes de
pessoas em todo mundo tém diabetes. A expectativa é que esse numero cresca para 380
milhdes em 20 anos. A cada ano, 7 milhGes de pessoas desenvolvem diabetes (www.idf.org,
acesso em 26/05/2010).

Diabetes Mellitus é um grupo de disturbios metabdlicos caracterizado por
hiperglicemia resultante de disfuncdes na secrecdo de insulina ou da perda progressiva de sua
acao, ou ambos os fatores (American Diabetes Association, 2008).

Em 1997, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA) estabeleceu novos critérios de
classificacdo para cada tipo de diabetes e diagnostico. Essa classificacdo do diabetes inclui

quatro classes clinicas (ADA, 2009):



e Diabetes do tipo 1 - que resulta da destrui¢ao das células 3 pancreaticas, geralmente
levando a uma deficiéncia absoluta de insulina, pode ser de origem auto-imune ou
idiopatica;

e Diabetes do tipo 2 - graus variados de diminui¢do da secrecéo e resisténcia a insulina;

e Qutros tipos especificos devido a outras causas - defeitos genéticos da funcdo da
célula B, defeitos genéticos da acdo da insulina, doencas do pancreas exdcrino (ex.
fibrose cistica) e inducédo por drogas ou produtos quimicos (como no tratamento da
SIDA ou ap6s transplante de 6rgdo);

e Diabetes gestacional — diabetes diagnosticada durante a gravidez.

Quando a hiperglicemia se torna cronica, o substrato que normalmente é utilizado como
fonte de energia se torna tdxico. Cronicamente, a alta concentracdo de glicose é a maior
causa de retinopatias, nefropatias, neuropatias e doencas macrovasculares (Mehmet et al.,
2008).

Existem quatro vias metabdlicas descritas como sendo as grandes responsaveis pelo dano
celular induzido pela hiperglicemia. A primeira delas descoberta é a do aumento no fluxo da
via dos polidis, descrita por Gabbay et al. (1966) em nervos periféricos. Dez anos depois foi
descoberto o aumento na formacdo de produtos finais de glicosilacdo avancada (AGESs) que
esta relacionada com o desenvolvimento de problemas microvasculares. No final dos anos 80,
foi descoberto que a hiperglicemia ativa a via da proteina quinase C (PKC) levando a diversas
consequiéncias, uma delas é a diminuicdo da enzima oxido nitrico sintetase e 0 aumento da
expressao da endotelina 1 que levam a anormalidades no fluxo sanguineo, e finalmente, no
final dos anos 90 foi visto um aumento no fluxo da via das hexosaminas com consequéncias
na modificacdo de proteinas por N-acetil-glicosaminas (Brownlee, 2005; Mehmet et al.,
2008).

Esses quatro mecanismos descritos refletem um dnico processo induzido pela
hiperglicemia: 0 aumento na producdo de superdxido pela cadeia transportadora de elétrons
na mitocondria (Brownlee, 2001).

O excesso de superdxido leva a diminuicdo da atividade da enzima chave da via
glicolitica o gliceraldeido-3-fosfato-deidrogenase (GAPDH) e, em consequéncia, todos 0s
elementos que estdo acima da GAPDH na via glicolitica estdo aumentados. O acimulo dos
metabolitos glicoliticos leva a ativacdo dos quatro mecanismos descritos acima (Figura 5)
(Brownlee 2001, 2005).
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Figura 5. Provavel mecanismo pelo qual a producdo excessiva de superdxido (O,") pela mitocdndria, induzido
pela hiperglicemia, ativa as 4 vias responsaveis pelas complicacdes diabéticas. O excesso de O, inibe
a enzima GAPDH, portanto todos os metabdlitos da glicolise sdo desviados para as vias responsaveis
pelas complicacdes diabéticas. O aumento do gliceraldeido-3-fosfato resulta em: fluxo aumentado de
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) em diacilglicerol (DAG), um potente ativador da PKC e 0 aumento
de metilglioxal, o principal precursor intracelular dos AGEs. J& a frutose-6-fosfato é transformada em
glicosamina 6-fosfato pela enzima GFAT, que posteriormente €é convertida a UDP-N-
acetilglicosamina (UDP-GIcNAc) que modifica proteinas através do grupamento O-linked N-
acetilglicosamina (GIcNAC). E, finalmente, o0 aumento do fluxo de glicose na via dos polidis consome
NADPH e consequentemente diminui a glutationa reduzida (GSH)

Fonte: Brownlee, 2001.

A inducdo experimental do diabetes € feito por drogas quimicas que agem através da
destruicdo seletiva das células B nas ilhotas pancreaticas. As principais substancias utilizadas
s8o a estreptozotocina e a aloxana, que podem induzir tanto diabetes do tipol como diabetes
do tipo 2 (Szkudelski, 2001).

A estreptozotocina € uma alquil-nitrosourea isolada a partir da bactéria Streptomycetes
achromogenes. Devido a sua semelhanca com a glicose essa molécula entra seletivamente na
célula B através do transportador de glicose GLUT2 (Tjalve et al., 1976; Karunanayake et al.,
1976). A acdo intracelular toxica da estreptozotocina é devido & atividade alquilante do seu
grupamento metil-nitrosurea, que transfere o seu grupo metil para a molécula de DNA,
resultando em fragmentacdo do DNA. Em resposta aos danos causados ao DNA, a enzima

poli-ADP-ribose polimerase (PARP) tem sua ativacdo aumentada, resultando na diminuicdo



de NAD" e dos estoques de ATP. Essa deplecdo no estoque de energia celular resulta em
necrose das células p (Lenzen, 2008).

Uma hipétese alternativa propde que parte do efeito diabetogénico da estreptozotocina
se deve a sua capacidade doadora de 6xido nitrico (NO), porém o agente alquilante metil-
metanosulfonato, que possui a maior toxicidade em células produtoras de insulina, ndo é uma
molécula doadora de NO, indicando que o0 NO nédo é um pré-requisito para a obtencdo da acéo
toxica da familia dos agentes alquilantes a qual a estreptozotocina pertence (Delaney et al.,
1995).

1.6 Retinopatia diabeética

A retinopatia diabética é definida como uma microangiopatia da retina que acomete
quase todos os pacientes com diabetes melitus (Kollias e Ulbig, 2010).

Em pacientes com diabetes do tipo 1 os sinais clinicos da retinopatia aparecem antes
de cinco anos apds o inicio do diabetes, e quase todos 0s pacientes terdo graus variados da
retinopatia apds 20 anos do inicio da doenca. Ja no diabetes do tipo 2, os sinais da retinopatia
podem estar presentes no diagnostico da doenca, devido a longa duracdo da hiperglicemia
subclinica até o diagnostico (Shah, 2010).

Na retinopatia diabética ocorrem alteracdes microvasculares no tecido retiniano como
a perda do ténus vascular, alteracdo do fluxo sangiiineo, aumento da permeabilidade vascular
e conseqlientemente extravasamentos e edemas e, por fim, obstrucdo vascular que leva a
neovascularizagcdo, com vasos frageis que se rompem, levando a hemorragias e descolamento
da retina (Bosco et al., 2005).

Os niveis séricos elevados de glicose induzem uma série de anormalidades
bioquimicas e celulares na retina que podem provocar as altera¢fes vasculares encontradas.
Como exemplo, aumento na atividade da via dos polidis, glicacdo ndo-enzimatica de proteinas
que aumenta a formacdo de produtos finais de glicosilacdo avancada (PFGA), estresse
oxidativo e ativacdo da proteina kinase C pela sintese de diacilglicerol. Entretanto, até o
presente momento, 0 exato mecanismo, ou 0 conjunto de mecanismos pelos quais a
hiperglicemia leva a retinopatia, permanece obscuro (Bosco et al., 2005).

A combinacdo das alteracdes bioquimicas e hemodinamicas leva a hipoperfusdo da
retina, desenvolvimento de andxia e extravasamento vascular. A hipoxia que ocorre em

algumas areas da retina pode tanto estimular a produgdo quanto facilitar a acdo dos fatores de



crescimento que irdo desencadear a angiogénese, dentre eles o mais especifico é o Fator
Vascular de Crescimento Endotelial (VEGF) (Bosco et al., 2005).

O VEGF é fundamental no processo de neovascularizacdo que ocorre na retinopatia
diabética (Gariano e Gardner, 2005). Outros fatores de crescimento tém importancia nesta
patogénese, por exemplo, o fator de crescimento insulina-like 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2), o fator
de crescimento transformador B e o fator de crescimento derivado do epitélio pigmentar
(Kollias e Ulbig, 2010).

Clinicamente a retinopatia diabética é classificada em dois estagios: nao proliferativo e
proliferativo. A fase ndo proliferativa é caracterizada por alteracGes associadas ao aumento da
permeabilidade capilar, como microaneurismas, edema macular e exudatos duros
(extravasamento de lipoproteinas), e também a oclusdo vascular que pode ou ndo ocorrer
nesta fase. Quando a neovascularizacdo aparece na interface vitrea da retina, a retinopatia €
considerada entdo no estagio proliferativo (Bosco et al., 2005).

Alteracdes morfoldgicas na retina diabética ocorrem logo no inicio da patologia. Park
et al. (2003) demonstraram em experimento com ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina que 0S processos pos-sindpticos das células horizontais apresentaram
degeneracdo com 1 semana apods o inicio do diabetes. Apds 4 semanas foram observadas
células ganglionares necrdticas e apoptose em poucas células fotorreceptoras que tiveram o
nimero aumentado com o decorrer da doenga, e com 12 semanas algumas células amécrinas e
horizontais continham caracteristicas necraticas.

Uma sutil reducdo na espessura das retinas diabéticas e uma notavel reducdo na
espessura da camada nuclear externa foram observadas ap6s 24 semanas do inicio do diabetes
(Park et al., 2003). Barber et al. (1998) demonstraram em retinas de ratos diabéticos por STZ
a reducdo de 22% na espessura da camada plexiforme interna e 14% na espessura da camada
nuclear interna, além de uma reducédo de 10% na sobrevivéncia das células ganglionares.

Com todas essas evidéncias a retinopatia diabética deve ser considerada como uma
patologia que compromete tanto a viabilidade neuronal quanto a integridade vascular da

retina.

1.7 Papel da insulina na retina

A insulina é absolutamente vital paras os seres vivos. E um horménio anabélico
essencial para a manutencdo da homeostase de glicose e do crescimento e diferenciagdo

celular. Simplificadamente, a sinalizacdo da insulina comega com a sua ligacdo a um receptor



especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade quinase, composta
por duas subunidades a e duas subunidades B, na qual a subunidade o inibe a atividade
tirosina quinase da subunidade B. A ligacdo da insulina a subunidade o permite que a
subunidade P adquira atividade quinase levando a alteracdo conformacional e
autofosforilacdo. Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios substratos protéicos
em tirosina. Muitos substratos ja foram identificados entre eles os pertencentes a familia dos
substratos do receptor de insulina, as proteinas IRS. A fosforilacdo em tirosina das proteinas
IRS expbem sitios de reconhecimento para outras moléculas contendo dominios SH2. Dentre
estas se destaca a fosfatidilinositol 3—quinase (PI3K), que é composta por uma subunidade
catalitica (p110) e uma subunidade regulatoria (p85). A ligacdo dos sitios YMXM e YXXM
(onde Y= tirosina, M= metionina e X= qualquer aminoacido) fosforilados das proteinas IRS
ao dominio SH2 da subunidade p85 da PI3K ativa o dominio catalitico associado. As
proteinas alvo conhecidas dessa enzima sdo a Akt e as isoformas atipicas da aPKC ({ e }),
porém a funcdo destas proteinas no transporte de glicose ainda ndo estd bem estabelecida
(Carvalheira et al., 2002).

A via de sinalizacdo da insulina na retina esteve em pouca evidéncia até o final da
década de 90. Trabalhos recentes mostram que neste tecido hd uma grande expressdo do
receptor de insulina sendo a quantidade equivalente a encontrada no figado e cérebro, além
disso, possui um alto grau de fosforilacdo e atividade basal sendo ambos o0s pardmetros
constantes frente ao ciclo de alimentacdo indicando um importante papel da insulina na
fisiologia da retina (Reiter et al., 2006).

Puro e Agardh (1984) demonstraram que a regula¢do da maturacdo neuronal na retina
é mediada pela insulina. Posteriormente, foi demonstrado nos neurdnios da retina que a
insulina provém o suporte tréfico através da via da IRS/PISK/AKT/p70S6K (Barber et al.,
2001; Wu et al., 2004), e que essa funcgdo trdfica da insulina na retina é prejudicada pela
exposicdo a altas concentracdes de glicose e glicosamina (Nakamura et al., 2001). A
fosforilagdo da Akt™*" foi descrita como um evento crucial na promogéo da sobrevivéncia
neuronal (Yano et al., 2001). Na retina a insulina estimula a fosforilacdo da Akt nas mesmas
camadas de neurdnios onde ja fora descrito o aumento do ndmero de células em apoptose
decorrente do diabetes, sugerindo que a via da Akt é utilizada nos neurénios da retina como
um sinal continuo de sobrevivéncia (Barber et al., 1998; Reiter et al., 2003).

Dados recentes mostram que a luz é capaz de ativar o receptor de insulina na camada

fotorreceptora de maneira independente, levando a ativacdo da PI3K e Akt provendo uma



protecdo neural a retina contra os danos induzidos pela luz. O mecanismo pelo qual essa
ativacdo ocorre nao estd muito bem definido, estudos recentes sugerem a relacdo entre a foto-
ativacdo da rodopsina com a fosforilacao tirosina do receptor de insulina (Rajala e Anderson,
2010).

A via de pré-sobrevivéncia da insulina (IRS/PIBK/AKT/p70S6K) esta prejudicada na
condicdo diabética contribuindo com a degeneracdo neuronal e o desenvolvimento da
retinopatia diabética. Apds quatro semanas do inicio do quadro diabético foi descrito uma
significante redugéo na atividade quinase do receptor de insulina, com posterior diminui¢ao
de expressdo, autofosforilacdo e perda de atividade (Reiter et al., 2006). O tratamento de ratos
diabéticos com insulina reduz o nimero de células da retina em apoptose. Em experimentos in
vitro, a insulina protege células endoteliais da retina da apoptose induzida por meio de cultura
com alta concentragdo de glicose (Barber et al., 1997), além disso é necessaria para a
sobrevivéncia de células ganglionares (Meyer-Franke et al., 1995).

A auséncia da insulina leva a morte celular na retina, mas ainda ndo esta esclarecido se
essa € uma relacdo direta ou se € um efeito secundario devido ao um mecanismo indireto

como a hiperglicemia (Barber et al., 1998).

1.8 Transporte de glicose na retina

O transporte de glicose na retina é mediado por uma proteina transportadora, o
GLUT1. O GLUT1 é um membro da familia dos transportadores de glicose expresso
caracteristicamente em tecidos que possuem barreira, como a retina, que possui duas barreiras
hemato-retinianas para a regulacdo da homeostase do tecido. A barreira hemato-retiniana
interna (BHRI) consiste da formagdo de juncbes aderentes das células endoteliais dos
capilares sanguineos, e a barreira hemato-retiniana externa (BHRE) que é formada por
juncOes aderentes das células do epitélio pigmentado (Fernandes et al., 2004; Kumagai et al.,
1996).

Estudos com animais diabéticos induzidos por estreptozotocina mostraram uma
diminuicdo na expressdo de GLUT1 tanto em células do endotélio retiniano como em
homogenato de retina inteira (Badr et al., 2000; Tang et al., 2000).

Fernandes et al. (2004) também mostraram uma reducao na quantidade de GLUT1 na
retina de animais diabéticos e em cultura de células endoteliais retinianas incubadas em meio
com alta concentracdo de glicose. Porém, essa diminui¢cdo na quantidade de GLUT1 n&o foi

acompanhada da reducdo do RNA mensageiro. O grupo sugere que a diminuicdo na



quantidade de GLUT1 é devido a ubiquitinacdo, ja que houve uma reacdo cruzada com
ubiquitina no imuno-preciptado de GLUT1.

1.9 Melatonina e retinopatia diabética

A melatonina é um dos mais poderosos antioxidante natural (Reiter et al., 1999),
prevenindo danos oxidativos a macromoléculas como lipideos, proteinas e acidos nucléicos
(Donder et al., 1999; Reiter et al., 2001).

Além de sua poderosa capacidade antioxidante, alguns de seus metabdlitos gerados
possuem essa mesma propriedade (Silva et al., 2004; Guenther et al., 2005), aumentando,
dessa forma, a capacidade antioxidante da melatonina. Além disso, a melatonina estimula a
expressao de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase e glutationa peroxidase
(Reiter et al., 2001; Baydas et al., 2001).

Mehmet et al. (2008) mostraram que a melatonina reduz danos na cornea de animais
diabéticos induzidos por estreptozotocina. E em um modelo de isquemia induzido, a
melatonina bloqueia apoptose em células do epitélio pigmentar mantidas em cultura (Osborne
etal., 1998).

No diabetes mellitus 0 aumento do estresse oxidativo, devido a0 aumento na geragao
de espécies reativas de oxigénio, combinado com a diminui¢do da protecdo antioxidante da
melatonina pode, possivelmente, ter um papel no desenvolvimento da retinopatia diabética
(Obrosova et al., 2000).

A melatonina desempenha diversas fungbes nos seres vivos, dentre as suas agoes
intracelulares diretas pode-se ressaltar, além de seu papel antioxidante, sua acdo na
mobilizagdo de mecanismos reparadores do DNA, sua a¢do regulatoria direta da atividade de
varias enzimas (ligando-se a calcio-calmodulina e bloqueando quinases dela dependentes, por
exemplo), sua acédo intra-mitocondrial, regulando o metabolismo oxidativo e o transporte de
elétrons, além de regular processos de apoptose celular (Mayo et al., 1998; Reiter et al.,
2004).

Sabendo-se que o estresse oxidativo, decorrente da hiperglicemia, é um dos fatores
principais que contribui para o desenvolvimento da retinopatia diabética, que a melatonina é
conhecida por ser um dos maiores antioxidantes naturais e que, além disso, ha ainda uma
escassez de dados sobre a sintese do referido indol mediante o quadro de diabetes, torna-se

essencial o desenvolvimento do presente trabalho.



6 CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos conclui-se que hd uma significante reducdo na sintese
de melatonina nas retinas dos animais diabéticos devido a diminuicdo de atividade da enzima
AANAT e que o tratamento com insulina foi eficaz em restabelecer ambos os parametros.
Conclui-se que a diminuicdo da atividade da AANAT deve-se a reducdo no contetdo de
AMPc, e a queda no montante de AMPc é reflexo da alteracdo no perfil de expressdo génica
da AC1 que pode ser justificada pela a expresséo arritmica do gene reldgio bmall.

Mediante a esses dados, pode-se supor que as retinas dos animais diabéticos estdo
mais vulnerdveis aos danos decorrentes do quadro diabético, ja que a protecdo antioxidante da
melatonina esta diminuida.

Conclui-se também que as outras enzimas (TPH e HIOMT) envolvidas na sintese de
melatonina ndo foram afetadas em 3 dias do inicio do quadro diabético, assim como a

expressao génica do transportador de glicose e do receptor de insulina.
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