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RESUMO

LOPES, A.M.S. Efeitos do exercicio fisico sobre a atividade metabdlica do tecido
adiposo e muscular de ratos pinealectomizados tratados ou ndo com melatonina.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

Nesse estudo investigamos o efeito do exercicio fisico no metabolismo do tecido adiposo e
muscular de ratos pinealectomizados tratados ou ndo com melatonina. Ratos Wistar
subdivididos em seis subgrupos: 1) controle sedentérios (Csd); 2) controle treinados (Cex);
3) pinealectomizados sedentarios (Psd); 4) pinealectomizado treinados; 5)
pinealectomizados sedentarios tratados com melatonina e 6) pinealectomizados treinados
tratados com melatonina. Sacrificados ao final de oito semanas de treino. Amostras de
sangue coletadas para determinagdes plasmaticas (glicemia, colesterol e triglicérides).
Amostras do tecido adiposo peri epididimal retiradas para isolamento de adipdcitos,
submetidos a testes biologicos in Vvitro (captagdo de glicose estimulada por insulina, lipolise,
oxidacdo e lipogénese, e para avaliagdo da atividade méaxima das enzimas G6PDH e malica.
Amostras do musculo séleo retiradas para avaliagdo da atividade da enzima citrato sintase e
testes biologicos (oxidacdo, captacdo de glicose e sintese de glicogénio), do musculo
gastrocnémio e figado para dosagem de glicogénio. O treinamento fisico mostrou-se
eficiente através do aumento da velocidade maxima, atingida no final do treinamento, e da
atividade da citrato sintase no musculo. Entretanto a adaptagdo dos animais
pinealectomizados foi significantemente menor ¢ quando estes animais foram tratados com
melatonina a adaptagdo recuperou-se, equivalendo a dos animais controles. O treinamento
promoveu reducdo do peso corporal e um aumento da resposta lipolitica nos animais
intactos e ndo ocorrida nos animais pinealectomizados, quando tratados com melatonina o
quadro foi revertido. A captagdo de glicose (2-DG), estimulada pela insulina, mostrou-se
reduzida com a pinealectomia e houve uma recuperagao funcional induzida pelo tratamento
com a melatonina, tanto no tecido adiposo como no tecido muscular. O treinamento
promoveu um aumento na taxa de oxidagdo, ¢ houve uma reducdo da taxa de oxidagdo de

acetato em adipdcitos provocada pela pinealectomia que foi revertida pela administragao de



melatonina, ¢ na musculatura estriada esquelética, a queda pela auséncia de melatonina ¢
muito acentuada, e a recuperagao também ¢ plena com a reposi¢do. As determinagdes
plasmaticas dos animias pinealectomizados apresentaram taxas aumentadas de glicemia,
colesterol e triglicérides e quando tratados com melatonina o quadro foi revertido. O
treinamento promoveu um aumento dos estoques de glicogénio hepatico e muscular e a
pinealectomia reduziu os niveis de glicogénio desses animais, tendo o tratamento com
melatonina revertido o quadro.

Em conclusao, os resultados demonstram que a glandula pineal tem um papel na regulagao
do metabolismo de lipideos e carboidratos em resposta ao treinamento fisico, a remog¢ao da
glandula causa alteragdes na resposta adaptativa do tecido adiposo e muscular e o tratamento

com melatonina € capaz de reverter o desajuste metabolico instaurado pela pinealectomia.
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Muscular.



ABSTRACT

LOPES, A.M.S. Effects of exercise on the metabolic activity of adipose tissue and
muscle of rats treated or not with melatonin. Master Tesis — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2009.

The current study investigated the effects of exercise on the adipose tissue and muscle
metabolism in pinealectomized rats treated or not with melatonin. Wistar rats divided into
six groups: 1) sedentary control (CSD), 2) trained control (Cex), 3) sedentary
pinealectomized (PSD), 4) trained pinealectomized, 5) sedentary pinealectomized treated
with melatonin and 6) trained pinealectomized treated with melatonin. The animals were
sacrificed at the end of eight weeks of training. Blood samples of were collected for plasma
determinations (glucose, cholesterol and triglycerides). Samples of peri-epididymal adipose
tissue were removed for isolation of adipocytes and subjected to biological in vitro testing
(uptake of glucose stimulated by insulin, lipolysis, oxidation and lipogenesis, and to
determine maximal enzyme activity of G6PDH and malic). Samples of the soleus muscle
were removed for determination of maximal enzyme citrate synthase activity and other
biological tests (oxidation, glucose uptake and glycogen synthesis). Samples of the
gastrocnemius muscle and liver were collected for determination of glycogen. The physical
training was efficient by increasing the maximum speed reached by the end of training
period, and the activity of citrate synthase in muscle. However, the adaptation to the
exercise in pinealectomized animals was significantly lower and when these animals were
treated with melatonin, levels equal to the control groups were obtained. The training
promoted reduction of body weight and increased lipolytic response in intact animals and
not in pinealectomized animals. When these animals were treated with melatonin the
situation was reverted. The uptake of glucose (2-DG) stimulated by insulin, was reduced by
the pinealectomy and had a functional recovery induced by treatment with melatonin, both
in adipose and muscular tissues . The training promoted an increase in the rate of oxidation,
and there was a reduction in the rate of acetate oxidation in adipocytes caused by
pinealectomy which was reverted by the administration of melatonin. In the skeletal
muscle, the fall by the lack of melatonin is very strong and full recovery is attained with

melatonin replacement. Pinealectomized animals showed elevated rates of plasma glucose,



cholesterol and triglycerides. When animals were treated with melatonin the picture was
reverted. The training promoted an increase in liver glycogen stores and muscle in control
rat whereas pinealectomy inhibited this effect.. However, when the rats were treated with
melatonin the picture was reverted.

In conclusion, the results show that the pineal gland has an essential role in the metabolic
adaptation to physical training, since the removal of the gland causes changes in the
adaptive response in adipose and muscle tissues. The treatment of pinealectomized animals
with melatonin drunk in the nocturnal water, was able to reverte the metabolic mismatch

introduced by pinealectomy.
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INTRODUCAO
Glandula Pineal

O ¢6rgao pineal origina-se, embriologicamente, de uma evaginacdo dorsal do teto do
IIT ventriculo e no cérebro adulto constitui, junto com os nucleos habenulares, a maior
parte do epitdlamo (EKSTROM e MEISSL, 2003). Acompanhando sua evolugdo, vemos
que em lampreias, peixes cartilaginosos e dsseos, anfibios, tartarugas, lagartos e passaros, o
orgao pineal ¢ diretamente fotossensivel.

Nos roedores, a glandula pineal apresenta trés porcdes distintas que formam o
complexo pineal: pineal profunda, pedinculo pineal e pineal superficial. A pineal
profunda, ou lamina intercalar, esta localizada entre as comissuras posterior ¢ habenular,
delimitando uma regido ventricular chamada de recesso pineal, e da sua por¢do dorsal
emerge o pedunculo pineal que se comunica com a pineal superficial (MOLLER, 1992).
Nos mamiferos, entretanto, o 6rgao perde sua capacidade fotorreceptora e passa a estar sob
o controle do sistema nervoso central, notadamente do simpatico cervical. Assim, as
influéncias do ciclo de iluminag¢do ambiental passam a se dar de forma indireta, através de
projecdes da retina para estruturas diencefalicas e destas para os neurdnios pos-
ganglionares simpaticos que podem, através da inervagdo simpatica periférica, atingir a
glandula pineal (VOLLRATH, 1981). Entdo vemos que o tipo celular majoritario do corpo
pineal, o pinealdcito, teve uma evolucao conjunta com a irradiagdo dos vertebrados, com
uma perda gradual da fungdo fotorreceptora e um aumento da fun¢do neuroendocrina,
presente em todos esses animais (COLLIN, 1969, 1971).

O controle da fun¢do hormonal da glandula ¢ assim feito pelo ciclo dia-noite. Tal
controle ¢ bastante refinado, com o seu hormonio, a melatonina, sendo produzido na maior
parte das espécies durante a noite. Dessa forma, a melatonina circulante tem também seu
perfil plasmatico varidvel de acordo com as noites mais longas ou mais curtas tipicas das
diversas estagdes do ano (REITER, 1993). Fica claro assim a funcdo fisiologica da
glandula pineal: sinalizar para o meio interno pela presenca e auséncia diaria da melatonina
na circulagdo e nos diversos liquidos corpdreos, se € noite ou dia no meio exterior e,

através da duracdo do seu perfil secretdrio noturno, qual € a estagcdo do ano.



O sistema circadiano, formado pelos ntcleos supraquiasmaticos que sdo
sincronizados ao ciclo claro-escuro pela via retino-hipotalamica (JOHNSON et al., 1988,
SPEH e MOORE, 1993), temporiza o sistema neural que controla a sintese e secrecao de
melatonina que comega nos nucleos paraventriculares hipotalamicos que se projetam,
direta e indiretamente, sobre o simpatico cervical pré-ganglionar situado na coluna
intermédio lateral da medula torécica alta. Esses neuronios, por sua vez, projetam-se sobre
o ganglio cervical superior que, através de ramos carotideos internos e nervos conarios,
inervam a pineal. O neurotransmissor principal dessas terminag¢des simpaticas ¢ a
noradrenalina, que estimula a sintese de melatonina agindo sobre os adrenoceptores € o
(subtipos B1 e al), presentes na membrana dos pinealdcitos.

Esse controle noradrenérgico simpatico sobre a pineal varia circadianamente, sendo
que, na transi¢cdo do claro para o escuro, a densidade e afinidade dos receptores P;-
adrenérgicos sdo maximas (GONZALEZ et al., 1988). Encontram-se, ainda adreno-
receptores do tipo al (subtipo alB). Esses receptores, extremamente importantes por seu
efeito potencializador da estimulagao B-adrenérgica, ndo apresentam variagao circadiana.

Em funcdo desse papel de temporizador do meio interno, a glandula pineal tem um
papel mediador entre fendmenos ciclicos ambientais e processos regulatorios fisiologicos.
Acredita-se, através da secre¢ao de melatonina, estar envolvida na modulagao das diversas
funcdes fundamentais para sobrevivéncia do individuo e da espécie: regulacdo de
fendmenos circadianos e sazonais associadas a reproducdo (REITER, 1991);
termorregulacdo (RALPH, 1984), regulagdo do sistema cardiovascular (MCKINLEY et al.,
1990); regulagdo do sistema imunologico (FRANSCHINI et al., 1990), regulagdo
endocrina e metabolica (BORGES-SILVA et al., 2005).

Melatonina

A noradrenalina liberada no intersticio da glandula interage principalmente com os
adrenoreceptores do tipo B; e a; (KLEIN, et al., 1983; VANECEK, et al., 1985). Com a
ativacdo do adrenoreceptor ; mediado pela proteina G estimulatoria (Gs), ocorre um
aumento na quantidade intracelular de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) pela

ativacdo da enzima adenilato ciclase (AC). Esse efeito ¢ potencializado pela estimulagdo



dos adrenoceptores a (a;p), cujos efeitos sdo mediados por uma proteina Gq, levando a
ativacdo da fosfolipase C, promovendo a hidrolise de fosfoinositidios de membrana, e
conseqiiente producao de trifosfato de inositol (IP;) e diacilglicerol (DAG). O IP3, atuando
em seus receptores no reticulo endoplasmatico, induz a liberagao do calcio desses estoques,
tendo como conseqiiéncia um aumento do calcio citoplasmatico. O aumento do calcio
induzido por noradrenalina caracteriza-se por um pico seguido de um platé que parece ser
devido ao influxo de calcio pelos canais da membrana plasmatica responsaveis pela
reposi¢do dos estoques intracelulares (GOMPERTS et al., 2002).

O célcio e o diacilglicerol ativam a proteina quinase C (PKC), potencializando o
aumento do AMPc, pois essa enzima pode fosforilar a adenilato ciclase ou a proteina Gs,
ativando-as. O AMPc e o célcio intracelular s3o fundamentais para o processo de ativacao
da enzima AANAT. Em ratos, esse processo sinérgico entre AMPc e calcio resulta na
transcrigdo e, conseqiientemente, na sintese ¢ ativagdo da AANAT (BORJIGIN et al., 1995;
KLEIN et al., 1983; KLEIN et al., 1988; SUGDEN et al., 1985; SUGDEN et al., 1988;
VANECEK et al., 1985). A AANAT quando fosforilada pela PKA, interage com a proteina
14-3-3 formando um complexo protetor contra protedlise proteassomal (KLEIN et al.,
2002) Apos o pico agudo de AMPc, ocorre uma reducdo inicial na quantidade de AMPc
provocada principalmente: pela imediata dessensibiliza¢do dos receptores a,, devida a agdo
da PKC (ativada pelo calcio e pelo diacilglicerol), pela dessensibilizagdo lenta dos
receptores B; e também pelo aumento no metabolismo do AMPc por fosfodiesterases
(SUDGEN, 1989). No entanto, a inducdo maxima da atividade da AANAT ocorre
aproximadamente 4 a 6 horas apds o inicio da estimula¢dao noradrenérgica, quando os niveis
de AMPc ja néo sdo tdo elevados (KLEIN et al., 1978).

Ap6s a segunda metade da noite um mecanismo de regulacdo inibitéria que
acontece devido a desfosforilacio da CREB. Esse processo ocorre em paralelo a um
mecanismo inibitorio direto envolvendo a sintese da proteina ICER (inducible cCAMP early
repressor), a qual inibe a transcricdo do gene da AANAT, e causa uma conseqiiente
redugdo na atividade da AANAT. Esses dois fatores contribuem para a queda circadiana da
atividade da AANAT que ocorre no fim da noite (KLEIN et al., 1970),

Os eventos poOs-transcricionais também tém um papel importante na regulagdo da

AANAT, a fotoestimulacdao noturna reduz a atividade da enzima sem alterar a quantidade



de RNAm (Romero et al., 1975). A AANAT estabiliza sua atividade enzimatica, através da
fosforilacao pela PKA, devido a conseqliente associagdo com a proteina 14-3-3, formando
um complexo AANAT/14-3-3 (GANGULY et al., 2001). Essa associa¢do impede que a
AANAT seja metabolizada por um mecanismo de proteolise proteassomal (GASTEL et al.,
1998).

A melatonina (N-acetil 5-metoxitriptamina) ¢ uma indolamina, de peso molecular
232,3, ¢ sintetizada a partir do triptofano que ¢ transformado em serotonina apds uma
hidroxilagao (catalisada pela triptofano hidroxilase) e uma descarboxila¢ao subseqiliente. A
serotonina, por sua vez, ¢ acetilada pela AANAT e, a seguir, tem o hidrogénio do
grupamento hidroxila trocado por metil pela hidroxi-indol-oxi-metiltransferase (HIOMT)
A HIOMT por sua vez, age na N-acetilserotonina (NAS) transformando-a em melatonina
(AFECHE et al., 2008).

Na glandula pineal do rato, a enzima triptofano hidroxilase (TPH) apresenta um
ritmo circadiano de atividade, com valores mais elevados no periodo noturno, fazendo com
que a sintese de S-hidroxitriptofano concentre-se durante a noite. Esse aumento da
atividade de cerca de 2 vezes durante a noite deve-se tanto a sua sintese aumentada, pela
indugdo de transcrigdo gé€nica e sintese protéica, como a ativagdo da enzima por
fosforilagao (BESANCON et al., 1996; SHIBUYA et al., 1978).

A atividade da HIOMT apresenta um aumento de 1.5 vezes, enquanto o seu RNAm
tem um aumento de 2 vezes (RIBELAYGA et al., 1999; Simonneaux ¢ RIBELAYGA,
2003). O ritmo circadiano do RNAm da HIOMT ¢ dependente da estimulacdo adrenérgica,
através da ativacao do receptor B-adrenérgico, e do aumento na concentracao de AMPc. Ja
a regulacdo do ritmo de atividade da enzima HIOMT parece ser dependente de eventos
pés-transcricionais, induzidos por neurotransmissores que aumentam a concentragao
intracelular de calcio (SIMONNEAUX et al., 1999).

A AANAT ¢ uma enzima instavel e a manutengdo de sua atividade depende de
muitos fatores. Quando cessa a estimulagdo simpatica, ou se administram antagonistas
adrenérgicos ou se submete o animal a uma fotoestimulacdo no meio da noite, a atividade
da AANAT cai com uma meia vida de aproximadamente 3 min (CIPOLLA-NETO e
AFECHE, 2007; KLEIN e WELLER, 1972; KLEIN et al., 1978; PARFITT et al., 1976).



Considera-se que toda a melatonina produzida ¢ imediatamente secretada, uma vez
que ¢ altamente lipossoluvel. Esse fato explica o porqué ela ndo pode ser detectada por
métodos histoquimicos celulares em granulos de secrecdo nos pinealdcitos. A melatonina €
liberada nos espagos perivasculares da glandula, difundindo-se, para a circulagdo. Em ratos
a melatonina liquoérica parece vir tanto através da circulagdo sanguinea quanto por secre¢ao
direta da glandula no recesso pineal. O seu transporte plasmatico se d4 principalmente
ligado a proteinas, em especial a albumina.

A concentragdo plasmatica quando do pico noturno €, no rato, de aproximadamente
100 pg/ml (0,43 x 10°M). No entanto, deve-se ter cuidado ao considerar esta como a tnica
dose “fisioldgica”, uma vez que, em certos tecidos e compartimento, a melatonina pode ser
encontrada em concentragdes mais altas (até 100 a 1000 vezes maior), como no liquor, por
exemplo.

A meia vida da melatonina circulante ¢ de aproximadamente 20 minutos sendo que
sua metabolizagdo periférica se da essencialmente pela transformagdo hepatica
(aproximadamente 90% da melatonina circulante) em 6-hidroximelatonina, que apos
conjugacao com sulfatos (a maior parte) ou com glucoronideos ¢ excretada na urina. O
metabolito urindrio, 6-sulfatoximelatonina, ¢ um importante elemento a ser usado em
estudos clinicos ndo invasivos. No sistema nervoso central e na propria glandula pineal a
melatonina pode ser transformada em quinuraminas sob a ac¢do da 2,3 indolamina
dioxigenase.

A melatonina pode agir nas células por meio de receptores especificos. Nos
mamiferos estdo bem caracterizados trés tipos de receptores de membrana. Os receptores
de alta afinidade, MT1 e MT2, pertencem a superfamilia dos receptores ligados a proteina
G. Em particular, ligam-se a proteina Gi , promovendo, ambos, uma reducao na produgao
do AMPc. No caso do MT1, além de ligar-se a Gi, o receptor tem afinidade pela proteina
Gq/11 o que lhe confere a caracteristica de dependendo das circunstancias, potencializar a
produgdo de diacilglicerol e IP3, podendo aumentar a concentragdo intracelular de célcio e
atividade da PKC. Por outro lado, estda demonstrado em varios sistemas, que a melatonina,
mediada pelo receptor MT1 pode ativar correntes retificadoras de potassio, diminuindo a
despolarizagdo celular, resultando numa redugdo do influxo de calcio através dos canais de

calcio dependentes de voltagem. Os mecanismos mobilizados pela Gi, quando o receptor



MT2 ¢ ativado também podem resultar numa redugdo do GMPc. Os receptores de alta
afinidade estdo distribuidos por todo o organismo desde o sistema nervoso central, onde
esta presente em vdrias estruturas, até a periferia do organismo, em muitos 0rgaos e
tecidos. Por exemplo, recentemente descobriram a presenga de receptores funcionais de
melatonina (MT1, MT2) em adipdcitos de ratos e humanos. O efeito da melatonina, nestes
adipocitos, ¢ via receptor associado a proteina Gi, acoplado negativamente ao sistema
adenil ciclase (BLASK et al., 1999; BRYDON et al., 2001; ZALATAN et al., 2001).

O terceiro tipo de receptor de membrana para melatonina existente em mamiferos ¢
o MT3, um receptor cuja estrutura molecular ¢ muito parecida com uma enzima, a quinona

redutase, e cujas acdes nao estdo completamente esclarecidas.

Tecido Adiposo

O tecido adiposo ¢ o principal reservatorio energético do organismo representando
um papel fundamental na sobrevivéncia, evolugdo e capacidade adaptativa no mundo
animal. E constituido por células diferenciadas, os adipdcitos, que estdo inseridas na matriz
do tecido conjuntivo podendo variar muito de tamanho e volume (20 — 200 um de
diametro) conforme a quantidade de gordura armazenada (FRUHBECK et al., 2001).

Os adipdcitos além de importante fungdo como reservatorio energético corporal
secretam inumeros compostos protéicos € nao protéicos que agem sobre 0s proprios
adipocitos e outros tecidos do organismo. Dessa forma, esses fatores modulam o
comportamento funcional do tecido adiposo a0 mesmo tempo em que cria mecanismos de
feedback entre eles.

A regulagdo dos processos de resposta do tecido adiposo ocorre por meio de
nutrientes e sinais aferentes dos sistemas neurais € hormonais e depende das necessidades
energéticas do individuo (AHIMA e FLIER, 2000), age como um o6rgdo endocrino
expressando e secretando uma série de hormonios, fatores de crescimento e citocinas
(leptina, fator de necrose tumoral (TNFa), interleucina-6 (IL6), angiotensinogénio,
adipsina, adiponectina entre outros).

O papel primario do adipocito ¢ estocar triacilglicerol durante periodos de aporte

calérico e mobilizar esta reserva energética quando o consumo excede a ingestdo. Os



adipocitos realizam essas funcdes, pois possuem muitas enzimas e proteinas regulatorias
necessarias para cumprir lipolise e lipogénese.

A capacidade de armazenamento energético do tecido adiposo € virtualmente
ilimitada. Resulta do aumento das reservas de cada adipocito (favorecimento da lipogénese
relativamente a lipdlise) e da replicagdo e diferenciagdo de pré-adipdcitos (adipogénese). A
auséncia de limite representa vantagem adaptativa em curto prazo e desvantagem em longo
prazo traduzida em disfun¢do endocrina-metabolica.

Fatores neuroendocrinos, nutricionais, pardcrinos e autocrinos intervém na
proliferagdo ou recrutamento de células adiposas, e assume um importante papel
permitindo ao organismo: adaptar-se a diferentes mudangas metabdlicas, tais como jejum,
exercicio fisico, infec¢do, bem como em periodos de excesso de oferta de energia
(FRUHBECK et al., 2001).

O tecido adiposo estd ativamente envolvido na regulacdo da funcdo celular e
influencia a resposta de muitos tecidos, incluindo sistema nervoso central (hipotdlamo, por
exemplo), pancreas, figado, musculo esquelético, rim, endotélio e sistema imune, entre
outros.

O sistema nervoso autdnomo tem controle direto sobre o tecido adiposo através de
seus componentes simpatico e parassimpatico. A inervagdo simpatica relaciona-se
principalmente com as ac¢des catabolicas, tais como a lipdlise mediada pelos receptores [3-
adrenérgicos e dependente da atividade da enzima lipase hormoénio-sensivel (LHS)
(PENICAUD et al., 2000). Por outro lado, o sistema nervoso parassimpatico estd
envolvido na execugdo de efeitos anabolicos sobre os depdsitos adiposos, como a captagao

de glicose e de 4cidos graxos estimulada pela insulina.

Treinamento Fisico e Metabolismo

O treinamento fisico aerdbio proporciona iniimeras adaptagdes agudas e cronicas
sobre o sistema cardiovascular, hormonal e neural, com a finalidade de liberar oxigénio e
substratos metabodlicos para os grupos musculares em atividade e, a0 mesmo tempo, manter
a distribuicdo destes substratos para os orgdos vitais (RICHTER et al., 1998). Durante o

exercicio fisico, os combustiveis metabolicos tornam-se disponiveis através de um sistema



complexo, que envolve um rapido aumento na oxidagdo de glicose associada a rapida
mobilizacdo das reservas de glicogénio do proprio tecido, e das reservas de tricilglicerois,
estimuladas pela ativagdo do sistema nervoso simpatico (HOELZER et al., 1986).

A glicose e os acidos graxos, principais combustiveis metabodlicos para o musculo,
sdo liberados na circulag@o a partir do figado e do tecido adiposo, respectivamente, e os
aminoacidos encontram-se disponiveis através do aumento de sua liberagcdo pelo musculo
(AHLBORG et al., 1974).

A glicogendlise e gliconeogénese realizadas no figado tém o intuito de manter a
glicemia relativamente constante durante o exercicio. A gliconeogénese contribui com
cerca de 25% na fase inicial do exercicio (FELIG e WAHREN, 1975). O inicio do
exercicio também estd associado a ativacdo da lipdlise no tecido adiposo e a liberagdo de
acidos graxos livres e glicerol na circulagdo, sendo que as concentragdes de acidos graxos
livres elevam-se e sdo captados e utilizados pelos musculos em exercicio. Em repouso o
musculo utiliza relativamente pouca glicose em torno de 10% para o fornecimento
energético e 85% a 90% da oxidacdo de acidos graxos e 1 a 2% dos aminoacidos
(AHLBORG et al., 1974). A utilizagdo de substratos energéticos pelo mtsculo durante o
exercicio varia de acordo com o tipo de atividade, intensidade e duragcdo. Contudo, durante
exercicios de alta intensidade 40% da energia provem da oxidag¢do da glicose (FELIG e
WAHREN, 1975).

A medida que ocorre a deplegdo dos estoques de glicogénio muscular, a atividade
da enzima lipase de lipoproteinas (LPL), localizada no endotélio capilar muscular,
aumenta, elevando assim, em cerca de 50% a captacao dos triglicerideos plasmaticos por
este tecido (LITHELL et al., 1984). Com o aumento na captagdo de acidos graxos pelo
tecido muscular esse passa a preservar a utilizacdo de glicose e a obter energia para as sua
necessidades metabdlicas a partir dos acidos graxos (AHBORG e FELIG, 1982).

Com o inicio do exercicio existe um aumento na liberacdo de adrenalina e
noradrenalina os quais se ligarao aos receptores 33 das membranas dos adipécitos, a enzima
lipase hormonio-sensivel € fosforilada passando da forma inativa para a ativa. Essa enzima
junto com a enzima monoacilglicerol lipase, ¢ responsavel pela degradagdo do
triglicerideos (TG) em 1 molécula de glicerol e 3 de acidos graxos. Uma vez desligado dos

acidos graxos, tanto no tecido adiposo quanto muscular, o glicerol obrigatoriamente ira



para a corrente sanguinea, nao podendo ser utilizado diretamente para a ressintese de novos
TGs, devido a auséncia da enzima glicerolquinase nesses tecidos. Os acidos graxos (AGL)
ligam-se a albumina porque sdo lipossoluveis e ndo conseguem ser transportados livres no
plasma, sendo levados posteriormente até o musculo esquelético para serem utilizados
como fonte energética.

As fontes metabolicas utilizadas para fornecer energia para a contracdo muscular
podem ser de origem exogena (dieta), como também de origem endogena, através da
glicogenolise, gliconeogénese e lipolise (SMITH, 1993).

Segundo Ben-ezra et al. (1995) e Brambrink et al. (1997), o exercicio fisico é capaz
de aumentar a sensibilidade e/ou a responsividade a insulina durante e apds o exercicio
fisico. O exercicio fisico também aumenta o transporte de glicose e a proteina GLUT4 em
células adiposas (STALLKNECHT et al., 1991; HIRSHMAN et al., 1992) ¢ em musculo
esquelético (REYNOLDS et al., 1997).

O treinamento fisico potencia os efeitos do exercicio sobre a sensibilidade
insulinica, através de multiplos fatores, incluindo aumento da massa muscular, aumento do
fluxo sanguineo, aumento da capacidade das enzimas oxidativas mitocondrias e ativagao

do sistema de transporte de glicose (KOIVISTO et al., 1986).

Influéncia da glandula pineal sobre a biologia do adipdcito

Existe um elo funcional entre a glandula pineal e o tecido adiposo que se tornou
evidente em estudos envolvendo adipocitos isolados de tecido adiposo branco incubados
com a melatonina, mostrando que este hormonio aumenta a sensibilidade a insulina medida
através de testes de captacdo 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 neste tecido (LIMA et al., 1998). Em estudos recentes (ALONSO-VALE et al.,
2004a), foi constatado que a pinealectomia provocou resisténcia insulinica e
hipercorticosteronemia em todos os horarios estudados ao longo das 24h do dia e, ainda,
provocou uma alteragdo diaria nos parametros metabolicos dos adipdcitos de forma a
resultar num quadro de inadequagdo entre os requerimentos energéticos e a capacidade de

mobiliza-los de acordo com o ciclo diario de atividade-repouso. Esse mesmo efeito de



desorganizacdo ritmica metabolica provocada pela pinealectomia foi constatado quando se
estudou resposta secretdria de insulina em ilhotas pancredticas isoladas frente a um
estimulo glicémico (PICINATO et al., 2002).

Estudos (ALONSO-VALE et al., 2004b) sobre as respostas adaptativas ao jejum de
36 h em animais pinealectomizados mostraram que a pinealectomia intensificou a atividade
do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal de forma a elevar consideravelmente a
corticosteronemia, além de induzir queda importante da leptina plasmatica. Com efeito, a
pinealectomia acentuou a resisténcia insulinica ao longo do jejum, a0 mesmo tempo em
que reduziu a atividade anabodlica de adipdcitos determinada por testes biologicos in vitro,
isto ¢, intensificou a oxidag¢do de glicose e reduziu a sintese de lipidios. Em adicdo, a
producao hormonal de leptina pelo TAB de ratos pinealectomizados se mostrou reduzida
em relagdo aos de animais intactos durante o jejum, a0 mesmo tempo em que oS niveis
plasmaticos de corticosterona estavam elevados.

Alonso-Valle et al. (2006) estudaram efeito da exposi¢do circadiana de adipdcitos
isolados in vitro com melatonina ¢ desta em associagdo com insulina ¢ dexametasona,
notou-se que 12 horas apds a incubagdo tanto a melatonina como a insulina separadas nao
afetaram a expressdo de leptina, no entanto, juntas aumentaram sua expressao em 105%. A
dexametasona aumentou a expressdo do mRNA e secrecdo em 70%, ndo sendo reforgada
pela melatonina. No entanto, 60h ap6s a incubacdo observou-se sinergismo entre a
melatonina ¢ a dexametasona, essa interagdo promoveu aumento de 70% na expressao e
secrecao de leptina, em comparagdo a dexametasona sozinha, mostrando que a exposigao
circadiana a melatonina potencializada pela dexametasona ¢ importante para a agdo € os
efeitos promovidos pela insulina na expressao de leptina.

Em 2008 Allonso-Valle et al., investigaram os efeitos in vitro da exposi¢ao
circadiana de melatonina na presenca ou auséncia de insulina na expressdao génica e
metabolismo de adipdcitos isolados, observaram, durante a noite induzida in vitro pela
presenca de melatonina, aumento na expressao de mRNA dos genes relogio Perl e Clock,
aumento na resposta lipogénica e na secre¢do de leptina, e diminuicdo na atividade
lipolitica dos adip6citos corroborando com os resultados observados in vivo, mostrando

assim a relevancia fisiologica do padrdo circadiano da secrecdo de melatonina e sua



interacdo com a insulina, contribuindo para uma melhor compreensdao da biologia dos
adipocitos

Deste modo, podemos entender que a resposta a insulina ¢ modulada pela
melatonina, e esta interagao nao esta limitada aos aspectos metabolicos, mas abrange outras
funcdes do adipdcito, interferindo com a sua habilidade de funcionar como um o6rgao

endocrino.

Glandula Pineal, Tecido Adiposo e Exercicio Fisico

Mazepa et al. (2000) investigaram o efeito da melatonina sobre varios parametros
do metabolismo de carboidratos e lipidios em ratos exercitados até a exaustdo (efeito
agudo) e ndo exercitados. Os resultados mostraram que a melatonina tem um efeito
poupador dos estoques de glicogénio tendo o conteudo de glicogénio hepatico e muscular
aumentado nos animais tratados com melatonina em comparagao com os sedentarios.

Borges-Silva (2005) estudou os efeitos do exercicio fisico e da pinealectomia no
metabolismo do tecido adiposo e demonstraram que a pinealectomia resultou em uma
diminuigdo significativa na capta¢do de glicose, estimulada pela insulina, nos adipocitos
além de influenciar a capacidade dos adip6citos em oxidar substratos (glicose, palmitato) e
aumentou as taxas de lactato e acetato, mostrando que a glandula pineal altera os padrdes
de utilizacdo dos substratos pelo adipécito de tal forma que sua auséncia perturba a
capacidade do adipécito em adaptar-se a demandas metabodlicas evocadas pelo exercicio.
Em outro estudo Borges-Silva et al. (2005) mostraram uma diminui¢do da capacidade
lipolitica e aumento da capacidade lipogénica no tecido adiposo de ratos pinealectomizados
adaptados ao treinamento.

Em 2007 Borges-Silva et al., estudaram o papel da glandula pineal e os efeitos do
treinamento cronico em tecidos envolvidos no metabolismo de carboidratos, como o
musculo estriado esquelético séleo e o figado. O treinamento fisico nos animais intactos
promoveu um aumento no conteudo de glicogénio hepatico, mas causou uma reducdo na
atividade das enzimas dos adipocitos envolvidas no metabolismo de carboidratos. Os
animais pinealectomizados submetidos ao treinamento mostraram uma diminui¢do no

conteudo de glicogénio hepatico e muscular, e aumento da atividade das enzimas



envolvidas no metabolismo de carboidratos nos adipocitos, mostrando que a integridade da
glandula pineal ¢ necessaria para o controle homeostatico do metabolismo energético entre
os tecidos adiposo, muscular e hepatico.

Resultados obtidos apos o treinamento fisico de ratos por 8 semanas mostraram a
incapacidade de ajuste metabdlico dos animais pinealectomizados frente ao estimulo do
exercicio fisico. Os ratos pinealectomizados ndo conseguiram melhorar o seu desempenho
metabolico frente ao exercicio, persistindo a resisténcia a insulina e uma piora geral do
quadro metabodlico. Adicionalmente, o conteido plasmatico de leptina nestes animais
mostrou-se significativamente reduzido em decorréncia da pinealectomia (BORGES-
SILVA et al., 2005). Além disso, a produgdo hormonal de leptina pelo TAB de ratos
pinealectomizados se mostrou mais reduzida que a de animais intactos durante o programa
de treinamento fisico, a0 mesmo tempo em que aos niveis plasmaticos de corticosterona
estava mais elevado. Como se pode ver, a glandula pineal, por atuar como um
sincronizador interno do metabolismo energético e como um elo de conexdo entre 0 meio
ambiente e o organismo animal, parece funcionar em conjunto com o tecido adiposo como
um grande sistema da adaptacdo metabodlica aos desafios ambientais e ao estresse.

Sabendo que atividade metabolica dos tecidos adiposo e muscular tem um
importante papel na regulagdo metabdlica, e que a auséncia da glandula pineal causa um
desajuste nessa regulacdo, propomos complementar os estudos sobre as adaptagdes
metabolicas do tecido adiposo ao exercicio, estendendo, agora, o estudo para o tecido
muscular. Além disso, pretende-se estudar se a reposi¢do terapéutica de melatonina ¢ capaz
de reverter as modificagdes metabdlicas do animal pinealectomizado em resposta ao

treinamento.



CONCLUSAO

Em resumo as tabelas 1 e 2 mostram as alteragdes na atividade metabdlica do

tecido adiposo e tecido muscular.

TABELA 1. Atividade Metabolica no Tecido Adiposo

Captacdo de Glicose

Controle Pinealectomia Tratados com Melatonina

Sedentéario i l T

Treinado

Oxidacao de Glicose

Sedentério i l T

Treinado T l T

Lipogénese

Sedentario T T l

Treinado

Lipdlise

Sedentério i l T

Treinado t | t




TABELA 2. Atividade Metabdlica no Tecido Muscular

Captacao de Glicose
Controle Pinealectomia Tratados com Melatonina

Sedentério l l T

Treinado T l T

Oxidacao de Glicose

Sedentario i l T

Treinade f " f

Sintese de Glicogénio

Sedentario l

Treinado

Conteldo de Glicogénio

Sedentério i l T

Treinado T l T




Em conclusao, os resultados demonstram que a glandula pineal tem um papel na
regulacdo do metabolismo de lipideos e carboidratos em resposta ao treinamento fisico, a
remocao da glandula causa alteracdes na resposta adaptativa do tecido adiposo e do tecido
muscular e o tratamento com melatonina € capaz de reverter o quadro de desajuste
metabolico instaurado pela pinealectomia.

Demonstrando dessa forma a importancia da melatonina na regulagdo das
adaptagdes metabolicas ao treinamento fisico aerdbio, muito provavelmente, entre outras

coisas, pela sua capacidade de regular a sensibilidade periférica (e central) & insulina.
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