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RESUMO

MENDES, C. Melatonina e termorregulacdo. 2017. 90 f. Tese (Doutorado em
Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2017.

A glandula pineal, via sintese e secre¢do de melatonina, desempenha diversas fungdes
fisiologicas importantes, uma delas € o aumento da capacidade de termogénese do
tecido adiposo marrom. Além dos depositos adiposos classicos (branco e marrom)
existe ainda um terceiro tipo celular, as chamadas células adiposas beges, presentes no
tecido adiposo branco, porém com caracteristicas semelhantes aos adip6citos marrons,
induzidas em um processo denominado “browning”. Este processo esta relacionado com
a termogénese e com o0 aumento do gasto energético total. Diante disso, o objetivo deste
estudo foi investigar o papel da melatonina sobre a regulacdo da temperatura corporal
em animais idosos obesos da linhagem Wistar que apresentam producdo de melatonina
prejudicada. Estes animais foram divididos em grupo controle e grupo suplementado
com melatonina, e o protocolo experimental teve a duracdo de 16 semanas. Os
principais resultados mostraram que os adipOcitos marrons e beges atuam de forma
coordenada e complementar para garantir a producdo de calor de maneira adequada e
que melatonina tem um papel importante nos mecanismos termorregulatorios,
assegurando maior capacidade de suportar ao frio e, ainda, participando da regulacédo do
balanco energético.

Palavras-chave: Glandula pineal. Melatonina. Termorregulacdo. ldosos.



ABSTRACT

MENDES, C. Melatonin and thermoregulation. 2017. 90 p. PhD thesis (Human
Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo,
2012.

The pineal gland, through the synthesis and secretion of melatonin, plays several
important physiological functions, one of them is the increase of thermogenesis capacity
of brown adipose tissue. In addition to classic adipose deposits (white and brown) there
is also a third cell type, the beige adipose cells, present in white adipose tissue, but with
similar characteristics to brown adipocytes, induced in a process called“browning”. This
process is related to thermogenesis and the increase of total energy expenditure. Thus,
the aim of this study was to investigate the role of melatonin on the regulation of body
temperature in elderly obese animals that have impaired production of melatonin. Male-
Wistar were divided into control group and group supplemented with melatonin, and the
experimental protocol lasted 16 weeks. The main results showed that brown and beige
adipocytes act in a coordinated and complementary way to ensure adequate heat
production and that melatonin plays an important role in the thermoregulatory
mechanisms, ensuring greater capacity to withstand the cold and, also, participating in
the regulation of the energy balance.

Keywords: Pineal Gland. Melatonin. Thermoregulation. Elderly.
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1 INTRODUCAO

1.1  Glandula pineal e melatonina

O 6rgao pineal origina-se, embriologicamente, de uma evaginacao dorsal do teto
do terceiro ventriculo e no cérebro adulto constitui, junto com os nucleos habenulares, a
maior parte do epitalamo. Presente em todos os vertebrados, a glandula pineal de
peixes, anfibios, répteis e algumas aves é diretamente fotossensivel. Nessas mesmas
classes, além de suas caracteristicas de fotossensibilidade e de secrecdo enddcrina, a
glandula pineal mantém conexdes, tanto aferentes quanto eferentes, com o sistema
nervoso central através do pedinculo pineal (EKSTROM; MEISSL, 2003).

Nos roedores, a glandula pineal apresenta trés porcdes distintas que formam o
complexo pineal: pineal profunda, pedunculo pineal e pineal superficial. A pineal
profunda esta localizada entre as comissuras posterior e habenular, delimitando uma
regido ventricular chamada de recesso pineal, e da sua porcdo dorsal emerge o
pedunculo pineal que se comunica com a pineal superficial (MOLLER 1992).

Em mamiferos, no entanto, apesar de manter seu carater enddcrino, 0s
pinealdcitos perdem sua capacidade fotorreceptora e a pineal, apesar de manter-se
conectada diretamente com o sistema nervoso central, passa a estar sob o0 comando do
ciclo de iluminacdo ambiental, de forma indireta, através de conexdes da retina para
estruturas diencefalicas que, através de projeces diretas ou indiretas, via sistema
nervoso autbnomo simpatico, atingem a glandula pineal (LIEBERMAN, 1986).

O sistema circadiano, formado pelos nucleos supraquiasmaticos que sdo sincronizados
ao claro-escuro e pela via retino hipotalamica (JOHNSON; MORIN; MOORE, 1988;

SPEH; MOORE, 1993), temporiza o sistema neural que controla a sintese e secrecao de

Mendes, C
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melatonina através dos nucleos paraventriculares hipotalamicos que se projetam para 0s
neurénios pré-ganglionares simpaticos situados na coluna intermédio lateral da medula
torécica alta. Esses neurdnios, por sua vez, projetam-se sobre o ganglio cervical superior
que, através de ramos carotideos internos e nervos conarios, inervam a pineal (figura 1).

O principal neurotransmissor dessas terminagdes simpaticas é a noradrenalina, que

estimula a sintese de melatonina agindo sobre os adrenoceptores a ¢ B (subtipos aq €

B1), presentes na membrana dos pinealdcitos.

(o—CJ
GCsS

Figura 1 — Vias neurais do controle diario da sintese de melatonina: A sintese de melatonina é controlada por
uma via neural, que por sua vez é temporizado pelos NSQs e estes sdo sincronizados pelo ciclo claro-escuro
ambiental captado pela retina, garantindo que a sintese deste horménio se dé apenas na fase escura. NSQs: nucleos
supraquiasmaticos; PVN: nicleo paraventricular hipotalamico; IML: coluna intermédio lateral da medula espinhal;
GCS: ganglio cervical superior; P: pineal; NOR: noradrenalina (Adaptado de Cipolla-Neto; Afeche, 2008).

O carater endocrino da pineal €, portanto, comum a todos 0s animais, e a
sincronizacdo da glandula ao ambiente € feita pelo ciclo de iluminacdo ambiental tipico
do dia e da noite. Tal controle é bastante refinado, com o seu hormdnio, melatonina,
sendo produzido exclusivamente no periodo noturno na maioria dos vertebrados, e a
magnitude e duracdo de sua concentracdo no meio extracelular estdo na estrita

dependéncia da duracéo da fase escura. Dessa forma, a melatonina circulante tem

Mendes, C
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também seu perfil plasmético varidvel de acordo com as noites mais longas ou mais
curtas tipicas das diversas estagdes do ano (REITER, 1993). Fica claro assim a fungéo
fisiologica da glandula pineal: sinalizar para 0 meio interno pela presenga ou auséncia
diéria da melatonina na circulagdo e nos diversos liquidos corpéreos, se € noite ou dia
no meio exterior e, através da duracdo do seu perfil secretério noturno, qual é a estagdo
do ano.

Em funcdo desse papel de temporizador do meio interno, a glandula pineal tem
um importante papel mediador entre os fendmenos ciclicos ambientais e 0s processos
regulatorios fisioldgicos, tais como na regulacdo de fendmenos circadianos e sazonais
associados a reproducdo (GOLDMAN, 2001), na termorregulacdo, na regulacdo do
sistema cardiovascular, em particular da pressdo arterial, na regulacdo de ciclos de
atividade-repouso e vigilia-sono, no sistema imunoldgico (FRASCHINI et al., 1990), na
temporizagdo do feto, gestagdo e parto e na regulagio enddcrina (DIAZ; BLAZQUEZ,
1986).

Conforme mencionado acima, a producdo de melatonina é exclusivamente
noturna e seu pico de concentracdo fisioldgica na circulacdo de humanos e ratos é de
cerca de 100 a 300 pM (REITER, 1991), porém, no processo fisiologico de
envelhecimento, a biossintese de melatonina pela glandula pineal diminui, bem como os
niveis do hormdnio sdo significativamente menores na meia idade (PANG et al., 1990),
deste modo, a melatonina também pode ser considerada um marcador ontogenético.
Essa diminuicdo se deve, provavelmente, a uma reducdo brusca da densidade dos
receptores P-adrenérgicos localizados na membrana da glandula, fundamentais para
sinalizacdo simpatica e consequente producdo de melatonina (HENDEN et al., 1992).
Karasek (2004) sugere que a melatonina, embora ndo possa ser reconhecida como um

agente rejuvenescedor, poderia ser utilizada como uma alternativa terapéutica em
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idosos, ja que a diminuicdo de sua producdo pode estar relacionada com a deterioragdo
de muitos ritmos circadianos que desempenham um papel importante ha homeostasia
(como o ciclo sono/vigilia, temperatura corporal, estado de alerta e a secre¢cdo de muitos
hormonios) e com disturbios do sono. Além disso, por ser um potente antioxidante, a
diminui¢do da melatonina pode induzir, com a idade, um acumulo de radicais livres,
tendo repercussGes ndo apenas no envelhecimento em si, mas também em diversas
doencas relacionadas com a idade. A melatonina apresenta, ainda, propriedades
imunoestimuladoras e, a imunossupresséo, estd envolvida na aceleracdo dos processos
de envelhecimento (GINALDI et al., 1999; MAESTRONI, 2001). Dessa maneira, a
diminuicdo dos niveis circulantes de melatonina pode levar a uma variedade de
mudancas fisioldgicas associadas com a idade (RASMUSSEN et al., 1999), como
aumento da adiposidade, especialmente visceral, e dos niveis plasmaticos de insulina e
leptina (BJORNTORP, 1995), intolerancia a glicose, resisténcia insulinica, diabetes,
dislipidemias e hipertensdo (BODKIN et al., 1996; BUEMANN; TREMBLAY, 1996).
Sendo assim, a melatonina apresenta diversas funcdes relacionadas ao
metabolismo energético, com efeitos anti obesogénicos. Evidéncias experimentais
demonstram que este horménio propicia a sintese, secre¢do e acdo da insulina de
maneira adequada. A melatonina aumenta a sensibilidade tecidual a insulina, por meio
do aumento no nivel de fosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS1),
aumento da PI3K (ANHE et al., 2004) e alteracdes na expressdo génica da proteina
transportadora GLUT4 (MONTEIRO et al., 2000). Por ser um poderoso cronobiético, €
responsavel, em parte, pela distribuicdo diaria dos processos metabolicos, de modo que
a fase de atividade / alimentacdo do dia esta associada a alta sensibilidade a insulina e o
repouso / jejum € sincronizado com a fase metabdlica do dia resistente a insulina

(CIPOLLA-NETO etal., 2014).

Mendes, C




Melatonina e termorregulagao 20

1.2 Termorregulacéo

A termorregulacdo pode ser definida como o controle da temperatura do corpo
em diversas condi¢des ambientais. Este processo ocorre pelo equilibrio dos mecanismos
de producéo e de dissipacédo de calor entre o corpo e 0 ambiente, por meio da utilizacdo
de mecanismos autonémicos e comportamentais (GORDON, 1990). Essa manutencéo
da temperatura corporal é essencial para o aumento da eficiéncia de reacdes quimicas e
de processos fisiologicos, e consequentemente, da sobrevivéncia de qualquer grupo
animal, desta forma todos os animais gastam energia com o objetivo de termorregular.

Devido a caracteristicas morfo/fisiologicas, os animais endotérmicos apresentam
intervalos de temperatura ambiental no qual estdo em maior conforto térmico, ou seja,
as trocas de calor com ambiente permitem gastar menor energia para a manutencgédo da
temperatura corpérea dentro dos limites ideais, esse intervalo de temperatura ambiente
com baixo gasto metabdlico é chamado de zona de termoneutralidade.

Um ambiente com temperaturas abaixo desta zona termoneutra, s&o
denominados subneutros ou frios, e induzem aumento da taxa da producéo de calor
metabdlico por meio dos processos de termogénese. Por outro lado, um ambiente com
temperaturas acima da zona termoneutra, sdéo denominados supraneutros ou quentes, e
induz aumento da dissipacao de calor (GORDON, 1990).

Sendo assim, todos os animais endotérmicos, incluindo os roedores, conseguem
manter a temperatura interna dentro de limites estreitos, independentemente das
variagoes da temperatura ambiental. (BLIGH; JOHNSON, 1973). A capacidade de um
organismo de manter a temperatura interna em uma faixa constante depende do

mecanismo de integracdo da informacao térmica interna e ambiental pelo sistema
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nervoso central (SNC), gerando uma resposta termorregulatdria apropriada
(BOULANT, 1998). Em ratos, o sistema termorregulatério possui quatro componentes
principais: (1) os receptores térmicos (sensores); (2) os neurbnios integrativos e de
controle do SNC (comparador); (3) os mecanismos efetores responsaveis pela producao,
conservacao e dissipacao de calor (controlador); (4) e a temperatura da pele da cauda
(sistema passivamente controlado) (GORDON, 1990).

Todos os animais endotérmicos necessitam reduzir ou aumentar as trocas de
calor com o ambiente dependendo da temperatura em que estdo expostos. Assim,
membros ou estruturas com uma elevada razéo superficie/volume, auséncia de pelos,
densa rede de vasos sanguineos e presenca de anastomoses arteriovenosas
(comunicacéo direta entre arteriolas e vénulas) estdo presentes em diferentes animais e
sdo locais Otimos para trocas de calor (alta eficiéncia na termorregulacdo) e sdo
chamados de janelas térmicas (ANDRADE, 2015). A cauda dos ratos apresenta essas
caracteristicas tipicas de janelas térmicas, ou seja, representa 7% da area de superficie
corporal total, € um tecido altamente vascularizado, ndo apresenta pelos e permite uma
rapida modificagdo do fluxo sanguineo durante situacBes de estresse térmico
(ROMANOVSKY; IVANOV; SHIMANSKY, 2002), dessa forma, a cauda de roedores
além de ser uma excelente estrutura utilizada para termorregulacéo, € um 6timo local
para observacao do conforto térmico do animal.

Assim, temperatura interna é o resultado do balango térmico entre a producéo de
calor metabolico e a sua dissipagdo, sendo mantida através de um conjunto de ajustes
comportamentais e autondmicos, denominados atividade termoefetora (CHEN et al.,
1998; MAICKEL et al., 1991). Em ratos, os mecanismos autondmicos responsaveis pela
dissipacdo de calor sdo o fluxo sanguineo cutaneo e a perda evaporativa de calor

(NAGASHIMA et al., 2000), enquanto aqueles responsaveis pela producédo de calor séo
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a termogénese associada ao tremor e a termogénese ndo associada ao tremor. Em
relacdo a este ultimo, destaca-se a importancia fisiologica dos adipocitos marrons e

beges.

1.3  Tecido adiposo marrom e adip6citos beges

Em mamiferos, o tecido adiposo é encontrado sob duas formas basicas: tecido
adiposo branco (TAB) e marrom (TAM). Estes dois tecidos apresentam funcgdes opostas
em relacdo ao metabolismo corporal; enquanto o TAB possui a capacidade de
armazenar energia na forma de triacilglicerol e liberar energia por meio de acidos
graxos livres e glicerol, o TAM tem a capacidade de dissipar energia na forma de calor
por meio da oxidacgdo de glicose e acidos graxos (CANNON; NEDERGAARD 2004).

O TAM ¢ o Unico 6rgdo que é encontrado exclusivamente em mamiferos.
Devido sua funcédo principal, que é produzir calor, assegura a capacidade de adaptacéo
as mudancas ambientais de temperatura, especialmente no frio (JANSKY, 1973). A
preparacdo para reserva energética e alteracbes metabdlicas em antecedéncia ao
ambiente hostil (baixas temperaturas e disponibilidade inadequada de alimentos)
apresentam efeitos benéficos em termos de sobrevivéncia. Sendo assim, o recrutamento
e ativacdo do TAM durante o inverno € um processo natural que aumenta a
probabilidade de sobrevivéncia da espécie (TAN et al., 2011).

Outro importante papel desse 6rgdo é a manutencdo do balanco energético por
meio do aumento da producdo de calor e, consequentemente, maior gasto caldrico,
como por exemplo, em situacOes de hiperfagia (ROTHWELL; STOCK, 1979), ou seja,

a funcdo da termogénese induzida pela dieta é transformar a energia quimica consumida
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a partir dos alimentos em calor, em vez de estoca-la, por exemplo, sob a forma de
gordura no TAB.

No TAM, faz-se necessaria uma alta vascularizacdo para o aporte adequado de
nutrientes e oxigénio e para a dissipacdo do calor. Os limitados depdsitos de
triacilglicerol existentes no tecido sdo utilizados para um rapido suprimento energetico e
sua inervacdo simpatica é necesséria para uma rapida ativacdo. Para manutencdo de
termogénese prolongada, 0 TAM recebe substratos (acidos graxos e glicose) a partir da
circulacdo (CANNON; NEDERGAARD 2004).

Adipdcitos marrons caracteristicamente expressam UCP1 (uncoupling protein
1). Essa proteina desacopladora é responsavel por sequestrar os elétrons da cadeia
respiratoria, dissipando a energia sob a forma de calor ao invés de incorpora-la na forma
de energia quimica nas moléculas de ATP (trifosfato de adenosina) (GOLOZOUBOVA
et al., 2001). Sendo assim, o TAM ¢ altamente ativo metabolicamente e sua funcao
termogénica tem como consequéncia deslocar o balanco energético no sentido do gasto
calédrico, retardando, deste modo, o ganho de peso e, em alguns casos, induzindo a
perda. Acredita-se que a UCP1 seja a unica proteina responsavel por mediar a
termogénese sem tremor, uma vez que camundongos deficientes em UCP1 s&o
incapazes de ativarem o TAM quando expostos a baixas temperaturas
(GOLOZOUBOVA et al., 2001) e, além disso, tornam-se obesos mesmo quando em
condicOes de termoneutralidade, mostrando um potencial papel desta proteina também
na regulacao do dispéndio energético (FELDMANN et al., 2009).

A via de transducdo que regula o recrutamento e ativacdo do TAM é mediada,
principalmente, pela noradrenalina, o neurotransmissor do sistema nervoso simpatico

(SNS), que atua nos receptores de membrana noradrenérgicos B3 e aj. Os receptores B3

encontram-se acoplados a proteina Gs; o estimulo simpatico nestes receptores ativa a
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adenilato ciclase e ocorre aumento intracelular de AMPc nos adipdcitos marrons. Como
resultado, a proteina quinase A (PKA) induz uma série de eventos que culminam,
principalmente, no aumento da expressdo génica de PGCla (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha), PPARy (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma) e UCP1 (COSTFORD; GOWING; HARPER, 2007; SEALE;
KAJIMURA; SPIEGELMAN, 2009). Além disso, a ativacdo da PKA também estimula
a lipase hormdnio sensivel, uma importante enzima da lipdlise, que induz a liberacédo de
acidos graxos livres (AGL) a partir dos triglicérides. Esses AGL sdo substratos para a f3-
oxidagdo, que gera calor (via aumento da atividade da UCP1) na mitocdndria das células
do TAM e, ainda, os AGL aumentam a atividade de UCP1l. Ja os receptores
adrenérgicos do tipo al encontram-se, na membrana de adipdcitos marrons, acoplados a
proteina Gq e, quando estimulados, ativam a fosfolipase C que, em ultima instancia,
também ¢é responsavel pela ativacdo do aumento da expressdo dos genes tipicos do
TAM (CANNON; NEDERGAARD, 2004a; MOHELL, 1984; SELL; DESHAIES;
RICHARD, 2004), como PGCla e PRDM16 (PR domain containing 16), genes que
codificam proteinas que sdo reguladoras transcricionais envolvidas no processo de
diferenciacdo de adipocitos marrons (SEALE et al., 2008); Zfp516 (Zinc-finger protein
516), cuja fungdo principal é aumentar a ativacdo transcricional da UCP1, além de
também promover diferenciacdo e ativacdo do TAM (SEALE, 2015) e Cidea (Cell
death activator CIDE-A), gene predominante expresso nas células de gordura marrom,
onde regula a atividade da UCP1 e do metabolismo lipidico (SEALE; KAJIMURA;
SPIEGELMAN, 2009).

Acreditou-se por muito tempo que, em humanos, o0 TAM estava presente apenas
em recém-nascidos, sendo responsavel pela termogénese sem tremor apenas nesta fase

da vida e que, ao longo do crescimento, sofria uma involugéo, sendo inexistente e/ou
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irrelevante na idade adulta (LEAN et al., 1986). A presenca de TAM ativo em humanos
adultos e sua importancia fisiolégica foi primeiramente sugerida em 2007
(NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON, 2007) e finalmente reconhecida em 2009
(CYPESS et al., 2009; SAITO et al., 2009; VAN MARKEN LICHTENBELT et al.,
2009). Atualmente, ha um consenso na literatura de que, em humanos adultos, 0 TAM
existe de fato e apresenta funcdo termogénica. Estima-se que este tecido, em adultos,
possa ser responsavel por um gasto caldrico equivalente a 4.1 Kg por ano (VIRTANEN
et al., 2009). A atividade do TAM parece diminuir com a idade (YONESHIRO et al.,
2011), é inversamente proporcional ao indice de massa corporea (IMC) e a adiposidade
visceral (CYPESS et al., 2009; WANG et al., 2015) e, ainda, parece ser menor em
homens do que em mulheres (COHADE; MOURTZIKOS; WAHL, 2003; CYPESS et
al., 2009; WANG et al., 2015).

O tecido adiposo marrom vem sendo alvo de interesse de pesquisas recentes,
gracas a descoberta de que, além dos depdsitos classicos de TAM, células adiposas do
tecido adiposo branco (TAB) subcutaneo, apresentam caracteristicas fenotipicas e
funcionais tipicas de adipdcitos marrons, tanto em animais, quanto em humanos
(BOSTROM et al., 2012a). Tais células sdo denominadas adipécitos beges, ou ainda,
“brite” (brown-in-white) (WU et al., 2012). As células beges, assim como as células
marrons, apresentam morfologia multilocular, séo ricas em mitocondria e expressam
UCP1 e outros fatores que aumentam a transcricdo de proteinas chaves para
termogénese (KAJIMURA; SEALE; SPIEGELMAN, 2010). Apesar dessa semelhanca
com os adipécitos do TAM, estas células apresentam um perfil Unico de expressdo
génica, que as diferencia tanto de adipocitos marrons, quanto de adipdcitos brancos

(GARCIA; ROEMMICH; CLAYCOMBE, 2016).
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Este processo de transformacgdo funcional do tecido adiposo branco recebe o
nome de browning ou escurecimento, e o desenvolvimento desses adipdcitos beges se
d& principalmente em resposta ao frio e estimulo simpético. Nestas células, a interacdo
da noradrenalina com receptores beta adrenérgicos, presentes na membrana plasmatica
das células, inicia uma cascata de transducdo que culmina em aumento da expressao de
UCP1 e outras proteinas termogénicas.

Um estudo publicado em 2012 mostrou ainda que o “browning” (ou
escurecimento) do TAB também pode ser induzido por meio da irisina, uma miocina
descoberta recentemente, que parece atuar no tecido adiposo branco subcutaneo
(principalmente inguinal) via um receptor ainda desconhecido. Este mecanismo é
regulado pelo coativador transcricional PGC1 — o, que também parece estimular, no
soleo, a producdo de FNDC5 (fibronectin type 111 domain containing 5), uma proteina
de membrana do tipo | que é clivada, dando origem & irisina (BOSTROM et al., 2012a).

Assim como 0 aumento da atividade do TAM, o processo de browning também
estd associado a resisténcia a obesidade, diabetes tipo 2 e outras desordens metabdlicas

(SANCHEZ-DELGADO; MARTINEZ-TELLEZ; OLZA, 2015).

14 Melatonina e termogénese

Ha evidéncias que indicam que a melatonina age sobre o0 TAM, sendo capaz de
regular sua fisiologia, de maneira a aumentar seu recrutamento e elevar sua atividade
metabdlica em mamiferos (TAN et al., 2011).

A melatonina exerce seu papel no TAM tanto de maneira central, quanto de
maneira periférica. Sabe-se que o TAM pode ser regulado por neurdnios do ndcleo

supraquiamatico (NSQ) que, por sua vez, apresenta receptores de melatonina,

Mendes, C




Melatonina e termorregulagao 27

especialmente MT1 (ANON, 1989; WU et al. 2006). Estudos mostram que a
melatonina, no NSQ, é capaz de intensificar o estimulo simpatico ao TAM e, como
consequéncia, induzir aumento no turnover de noradrenalina e aumento da expressao
dos genes UCP1l, PPARy ¢ PGCla (BAMSHAD; SONG; BARTNESS, 1999;
BARTNESS; DEMAS; SONG, 2002). Em relacdo a regulacdo periférica, outros
trabalhos sugerem a existéncia dos receptores de membrana MT1 e MT2 nos adipécitos
marrons de hamster sirios que, quando ativados, facilitam o efeito estimulatério da
noradrenalina  (AARSETH; NORD@Y; STOKKAN, 2001; MARTENSSON;
ANDERSSON; BERG, 1996).

Outro importante sitio de atuacdo da melatonina é na mitocondria dos adipécitos
marrons, onde tal horménio é encontrado em altas concentragdes. Devido sua funcgdo
antioxidante, especula-se que tanto a melatonina, quanto seu metabdlito, sdo capazes de
proteger a organela contra o dano oxidativo, aumentando, deste modo, o contetido de
mitocondria e, consequentemente, a funcao termogénica do TAM (LOPEZ et al., 2009).

Além dessas acOes centrais e periféricas, a interacdo da melatonina com outros
horménios para ativacdo do TAM deve ser considerada, principalmente o hormoénio
tireoidiano que, conforme estabelecido na literatura, € capaz de promover 0 aumento
transcricional de UCP1 a ativacdo dos adipdcitos marrons, onde a tiroxina (T4) é
convertida a triiodotironina (T3) por meio da 5’ desiodase tiroxina do tipo 2 (5> — D2)
(OBREGON, 2008). Essa 5°-D2 é encontrada no TAM sob uma isoforma especifica,
presente apenas neste tecido, de maneira que a administracdo de melatonina é capaz de
aumentar a ativagdo desta desiodase exclusivamente em adipOcitos marrons,
promovendo gasto energético via termogénese e limitando outra potencial consequéncia
metabdlica adversa gracas a uma ativagao anormal do horménio tireoidiano em outros

6rgdos ou tecidos ( PUIG-DOMINGO et al. 1989).
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A melatonina é uma molécula sinalizadora que transmite ao organismo
informacdes ambientais externas, principalmente em relacdo ao fotoperiodo. Mudancas
no fotoperiodo induzem a alteragdes no comportamento, na atividade fisiolégica e no
metabolismo de animais, mesmo quando mantidos em laboratério sob condicGes
constantes de temperatura e disponibilidade alimentar e hidrica. Sendo assim, as
duragdes do dia e da noite constituem-se no principal indicador da estacdo do ano. Neste
contexto, a producao de melatonina (especialmente a duracdo do seu periodo secretdrio
e perfil plasmatico) reflete alteracbes no fotoperiodo ambiental, de maneira que
episodios de longa duracdo (noites longas) ocorrem em fotoperiodos curtos (tipicos do
inverno), e episddios de menor duracdo (noites curtas) ocorrem em fotoperiodos longos
(tipicos do verao).

A diminuicdo da temperatura é o principal regulador da morfologia e funcdo do
TAM em mamiferos. Porém, trabalhos mostram que fotoperidos de curta duracdo (que
predizem clima frio e escassez alimentar) mimetizam o efeito do frio no crescimento
deste tecido; tal informacdo é essencial para hibernacdo e sinaliza recrutamento do
TAM (MCELROY; WADE 1986; ZHAO; WANG 2005). Além disso, o tratamento
crébnico com melatonina em pequenos mamiferos mimetiza a exposicdo ao frio e/ou a
fotoperiodos de curta duracdo (SINNAMON; PIVORUN, 1981).

Ainda em relacdo a este assunto, Lynch e Epstein (1976) reportaram que 0
tratamento crébnico com melatonina em camundongos intensificou a termogénese sem
tremor com elevacdo da taxa metabolica basal e consumo de oxigénio. Em hamsters
sirios, Viswanathan et al. (1986) observaram que a administracdo de melatonina induziu
recrutamento do TAM, semelhantemente ao que ocorre em fotoperiodos curtos. Nesta
mesma espécie de roedores, a remocao cirdrgica da glandula pineal (pinealectomia)

impediu a hibernacgéo induzida pela exposicao ao frio e ao fotoperiodo de curta duragédo

Mendes, C




Melatonina e termorregulacao 29

e, ainda, reduziu substancialmente a massa do TAM (SMIT-VIS, 1972). Em conjunto,
estes trabalhos revelam, portanto, a importancia da glandula pineal e da melatonina na
regulacdo da massa e da fisiologia do TAM e da termogénese.

Devido tais evidéncias dos efeitos termogénicos da melatonina nas células
marrons, Jiménez-Aranda et al. (2013) investigaram se este horménio atuaria também
como um agente indutor de browning em ratos da linhagem Zucker, um modelo animal
que apresenta obesidade relacionada ao diabetes tipo 2. Os resultados mostraram que a
concentracdo de 10mg de melatonina/kg foi capaz de induzir o escurecimento do tecido
adiposo branco inguinal, além de maior expressdo proteica de UCP1 e maior atividade
termogénica nesta regido, sugerindo que o tratamento crénico com esta indolamina
induz o surgimento de brite e, portanto, contribui também desta maneira para o controle

do peso corporal e seus beneficios metabdlicos.
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2 JUSTIFICATIVA

Nas (ltimas décadas, o numero de individuos obesos aumentou
exponencialmente, sendo a prevaléncia ainda maior em paises desenvolvidos.

O tecido adiposo branco € a principal forma de se armazenar 0 excesso de
energia provindo da alimentacdo, e esta capacidade fisioldgica foi fundamental para
garantir a sobrevivéncia mesmo durante os periodos de escassez alimentar
(MONTANARI; POSCIC; COLITTI, 2017). Em contraste aos nossos ancestrais, nos
tempos recentes a disponibilidade de alimentos tornou-se abundante e constante, e mais
rica em contetdo calorico. Além disso, o nivel de atividade fisica da populacéo
moderna diminuiu drasticamente (TAN et al., 2011). Considerando a rapidez destas
mudangas, 0 genoma humano foi incapaz de se adaptar a este tipo de estilo de vida e,
como resultado, a proliferacdo da obesidade foi uma consequéncia inevitavel que, em
2010, causou aproximadamente 3.4 milhdes de mortes ao redor do mundo (NG et al.,
2014). A obesidade esta associada a diversas outras condi¢Bes patol6gicas, como
resisténcia a insulina, sindrome metabdlica, doencgas cardiovasculares e diabetes tipo 2.
Diante deste contexto atual, é de fundamental importancia buscar abordagens efetivas
para o tratamento da obesidade. Neste sentido, estudos recentes indicam que a maior
ativacdo do TAM e adipdcitos beges parecem ser uma intervencdo eficaz no combate
desta doenca. Tendo em vista que a melatonina desempenha uma importante funcao
fisiologica na termogénese, propomos, com este trabalho, estabelecer uma relacéo
funcional entre este horménio, tecido adiposo marrom, browning e termorregulacdo em

animais idosos obesos.
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3 OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo investigar o papel da melatonina sobre a
regulacdo da temperatura corporal em animais idosos obesos da linhagem Wistar, que

apresentam producdo de melatonina prejudicada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Os animais utilizados foram ratos machos albinos da linhagem Wistar do biotério de
criacdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica. Estes animais foram alojados no
biotério do Laboratdrio de Neurobiologia, em condicdes de ciclo claro-escuro 12 horas
— 12 horas, temperatura regulada (24 + 2 °C) e com isolamento acustico. Os animais,
durante os procedimentos experimentais, dependendo da exigéncia, ficaram isolados ou,
no maximo, 2 por caixa maior, tratados com agua e racao (balanceada Nuvital ®) “ad
libitum”.

Usamos para este trabalho animais envelhecidos, com 14 meses de idade, que foram
divididos nos seguintes grupos: Controle, Melatonina 1 mg (Mel 1 m g) e Melatonina

10 mg (Mel 10 mg).

4.2 Tratamento com melatonina

O tratamento com melatonina foi por via oral. O horménio foi solubilizada na
agua que os animais ingeriram a noite, em concentracao tal, corrigida diariamente pelo
volume ingerido, que garantisse a dosagem de 1 ou de 10 mg de melatonina/kg de peso
corporal. A melatonina (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) foi
inicialmente diluida em 400 pl de etanol absoluto, adicionando 960 ul de 4gua para um
volume final de 1 ml. Apds este procedimento, a melatonina preparada foi solubilizada

na agua dos bebedouros, seguindo a concentracdo mencionada acima (1 ou 10 mg/kg).

Mendes, C




Melatonina e termorregulagao 33

Os bebedouros com melatonina foram colocados alguns minutos antes da mudanca do
claro para o escuro e retirados alguns minutos antes do acender das luzes, trocando-os
por bebedouros contendo agua sem melatonina. Este tratamento teve a duracdo de 16
semanas.

Os grupos de animais idosos que receberam a suplementacdo com melatonina
foram: Mel 1mg — receberam a dosagem de 1 mg de melatonina/kg de peso corporal —e

Mel 10 mg — receberam a dosagem de 10 mg de melatonina/kg de peso corporal.

4.3  Determinacéo do peso corporal

Todos os animais foram pesados em balanca digital semanalmente, durante todo o

periodo experimental.

4.4  Obtencéo de dados de temperatura superficial por meio de termografia

A avaliagdo da temperatura/termorregulagcdo foi realizada utilizando-se de

termopares do tipo K acoplados em datalogger de 4 canais modelo RDXL4SD Omega®,
datalogger de umidade relativa e temperatura modelo RHT10 Extech®, além da

utilizacdo de uma cémera termografica com visor infravermelho (Flir System® -
SC640).

Esse experimento foi realizado nas dependéncias do biotério do Laboratorio de
Neurobiologia. As salas foram condicionadas em duas temperaturas diferentes nas quais
os animais foram expostos: Temperatura Basal (24 °C) e Frio (18 °C).

Os animais nos diferentes tratamentos foram aclimatados na temperatura de estudo e

feito duas rotinas de captura de imagens, a primeira captura foi 30 minutos apds a sala
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estar equilibrada na temperatura de avaliacéo e foi refeita as imagens apos 2 horas que
0s animais estavam em contato com esse ambiente. Essas repeti¢cbes foram necessarias
para avaliar o tempo necessario para 0s animais se aclimatarem e também avaliar o
efeito de estresse térmico e fisico nos quais foram expostos durante a experimentacao.

Para a obtencdo da emissao térmica superficial de diferentes regides corporea
dos animais analisados foi utilizado uma camera infravermelha, modelo SC640 (Flir
Systems). A temperatura média superficial das regides de escolha foi obtida por meio de
analise das termografias por rotinas especificas no programa Thermacam 2.9 (Flir
Systems), e utilizamos emissividade de 0,98. A temperatura média das diferentes
porcOes corpdreas foi obtida por ferramentas de &rea e linhas, a qual ofereceu mais de
50 pontos de temperatura por porcdo observada. As regibes aqui analisadas foram:
regido escapular (depdsito de TAM); regido inguinal (deposito de adipdcitos beges);
cauda (janela térmica de controle da temperatura corporal) e olho.

A temperatura da pele sobre o0 TAM foi também obtida por termopares do tipo K

acoplados em registradores de 4 canais modelo RDXL4SD Omega®, sendo que o0s

termopares foram posicionados na porcdo do dorso localizada sobre o depdsito
interscapular do TAM, e obtida por contato com a pele, entre os pelos.
Ao mesmo tempo, durante os experimentos, utilizamos medidos de umidade

relativa e ponto de orvalho (datalogger de umidade relativa e temperatura modelo

® ~ . o .
RHT10 Extech ) para obtencdo de informacdes fundamentais para compreender 0s
processos termodinamicos existentes durante a termorregulacdo desses animais no
ambiente que estavam expostos. Tendo em vista que a umidade relativa do ambiente

pode auxiliar na evaporacao de agua e assim facilitar ou dificultar o fluxo de calor entre

animal e ambiente.
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4.5 Eutanasia dos animais

Apo6s o término do protocolo de 16 semanas de tratamento com melatonina, 0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo no ZT 18 (6 horas ap6s o inicio da fase

escura) e, em seguida, os tecidos de interesse foram retirados para os testes bioldgicos.

4.6  Extracdo de RNA

Para que fosse realizada a extracdo do RNA, os tecidos (séleo, tecido adiposo
inguinal e tecido adiposo marrom interescapular) foram mantidos em gelo seco, para
que seu RNA néo degradasse. Em seguida cada tecido foi homogeneizado em 1 ml de
Trizol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) com o auxilio de um Polytron
(Kinematica, EUA). Esse macerado foi entdo deixado durante 5 min em temperatura
ambiente. Adicionou-se em cada amostra 200 uL de cloroféormio e as amostras foram
submetidas a homegenizacdo no Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, EUA). Essa
mistura foi deixada mais uma vez em temperatura ambiente durante 10 min (com
homogenizacdo a cada 2 min) e entdo levada a centrifuga refrigerada (5417R,
Eppendorf, Alemanha) durante 15 min a 4 °C e 12000 g. Em seguida, o sobrenadante
aquoso foi transferido para uma nova série de tubos Eppendorfs®. As amostras foram
deixadas em temperatura ambiente e em cada uma foi acrescentado 500 ulL de
isopropanol. As amostras foram entdo levadas para a centrifuga durante 20 mina 4 °C e
12000 g, para a formacdo do precipitado. Apds a centrifugacdo jogou-se fora o
sobrenadante e adicionou-se ao precipitado 1 ml de alcool etilico gelado a uma
concentracdo de 75%. A seguir as amostras foram levadas a centrifuga durante 10 min a

4 °C, 12000 g. O precipitado foi entdo localizado e o sobrenadante descartado, as
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amostras foram deixadas por 10 min em temperatura ambiente, para que o alcool

anteriormente adicionado evaporasse por completo. Apos esse periodo, foi adicionado
em cada amostra 20 pL de H»>O deionizada previamente tratada com DEPC

(dietilpirocarbonato) para dissolucdo do precipitado. As amostras sofreram entdo uma
rapida agitacdo, para ter certeza de que o precipitado foi dissolvido. As amostras foram
armazenadas a -80 °C até a realizacdo do tratamento com DNase.

Apos a extracdo de RNA, as amostras sofreram tratamento com DNase, utilizando-
se 0 kit Turbo DNA-free™ (Ambion, Austin, Texas, EUA). Utilizou-se de cada amostra
um volume de 10 pL, e ai entdo foi adicionada a propria amostra 1 pl. da enzima Turbo
DNase e 1,1 pL de Tampao Turbo DNase. As amostras foram entdo misturadas por
inversdo e levadas a centrifuga para uma répida centrifugacdo. Em seguida foram
deixadas a 37 °C por 30 min. Ao término desse periodo as amostras foram
imediatamente colocadas em gelo, e sofreram a adicdo de 2 pL do reagente de
inativacdo do kit. Foram mantidas em temperatura ambiente por 5 min, com constante
homogeneizagdo. A seguir foram centrifugadas por 1,5 min., 10000 g. O sobrenadante
foi transferido para uma nova série de tubos Eppendorfs®, e o precipitado foi entdo
descartado.

As amostras de RNA, livres de DNA, foram quantificadas no NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, EUA). Os dados obtidos a partir dessa analise
foram utilizados para calcular o volume necessario da amostra oriunda da extracdo de
RNA total, (concentragdo de 1 pg/uL de RNA em um volume final de 11 pL) e para
aferir a qualidade da amostra. Amostras com razdo 260/280 menor de 1,8 ndo foram

utilizadas.
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4.7  Obtencdo de cDNA

Com o RNA extraido, mensurado e avaliado, 0 passo seguinte consistiu na obtencéo
do cDNA através da reacdo de transcriptase reversa, para tal utilizou-se Kkit
SuperScript™ III Antisense Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). As
amostras foi adicionado 1 uL. de ANTP mix e 1 pL. de random primers, tendo portando
como volume final 13 pL. As amostras foram colocadas no termociclador MyGene™
Series Gradient Thermal Cycler (LongGene®, EUA) que foi programado de acordo
com as seguintes especificacdes de ciclo descritas pelo fabricante do kit: 65 °C por 5
min (momento no qual as amostras foram retiradas e a elas adicionou-se 7 puL de um
mix previamente preparado), 25 °C por 5 min, depois a 50 °C por 60 min e por fim 70

°C por 15 min para a desnaturagdo da enzima. O mix continha para cada amostra: 4 pL
de tampao de enzima, 1 pL de DDT, 1uL de transcriptase reversa e 1 uL. de HoO estéril.

Ao término da reacdo as amostras foram armazenadas a -20 °C.

4.8 Andlise quantitativa da expressao génica por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real

A andlise quantitativa da expressdo génica foi realizada através da técnica de PCR
em tempo real utilizando o aparelho QuantStudio 6 Flex® (Applied Biosystems, Foster

City, CA, EUA). Os ensaios foram realizados em duplicata utilizando 4 pL de cDNA
(20 ng) previamente sintetizado, adicionado a mistura da reacdo contendo 6,25 pL de
Power SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 1,25 uL de agua
MilliQ e 400 nM dos primers especificos para cada gene.

Os primers usados foram desenhados de modo que sua localizagdo lhes desse a

caracteristica de flanquearem um intron (intron-spanning), o que impossibilita a
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amplificacdo de DNA genomico. Os primers, nimero de acesso no GenBank™ (NCBI
— NIH, Bethesda, EUA), sequiéncias do sense e do antisense, tamanho dos fragmentos
amplificados e a localizacgéo estdo listados na tabela 1.

Os parametros de amplificacdo foram os seguintes: 1) etapa inicial de ativacéo
da enzima a 50°C por 1 minuto e 95 °C por 10 minutos, 2) 40 ciclos que incluiram a
desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos; o anelamento dos primers e a extensdo a 60 °C
por 1 minuto (temperatura 6tima para todos os pares de primers usados), e 3) 1 ciclo
para anélise do melting que consistiu em 95 °C por 30 segundos; 60 °C por 1 minuto e
posterior aumento gradativo da temperatura para 95 °C para obtencao das curvas de
melting.

O limiar para desconsideracdo do ruido na fluorescéncia foi determinado

automaticamente pelo software Real — Time PCR v1.2 (Applied Biosystems, Foster

City, CA, EUA), que também determinou as curvas de melting e gerou o Ct de cada

amostra para comparacao e determinacdo da expressdo génica segundo o método do 2

Ct . . . T
, usando diversos genes (listados na tabela de primers) como constitutivos para

normalizagdo dos dados (LIU; SAINT, 2002; LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Na
sessdo dos resultados, a média dos genes constitutivos serdo referidas como

housekeeping (HK).
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Tabela 1 — Sequéncia dos primers utilizados.

Primer

Ucpl

Fndc5

Pgcl-a

Zfp516

Prdm16

Cidea

Hdacl

Rpl37a

Gama actina

NCAcesso

NM_012682.2

NM_001270981.1

NM_031347

XM_017600873

XM 017593884

NM_001170467

NM_001025409.1

NM_001108801

NM_001127449

Sequéncias (5’-3°)
GCCAAGACAGAAGGATTGCC
CAGCCGAGATCTTGCTTCCC

TGAAGGAGATGGGGAGGAA
GCGGCAGAAGAGAGCTATAACA

AGCCACTACAGACACCGCAC
CCTTTCAGACTCCCGCTTC

CACCTTCGGGCACACACAG
CAGTGTGGTCTCTCCCTTGTTTAG

CCACACAGAAGAGCGTGAGTACAA
TGTGAACACCTTGACGCAGTTT

TTCCTCGGCTGTCTCAATGT
GCCCGCATAAACCAGGAAC

TGGTCTCTACCGAAAAATGGAAA
GTCGTCGCTGTGGTACTTGGT

CGCTAAGTACACTTGCTCCTTCTG
GCCACTGTTTTCATGCAGGAAC

TACCCTATTGAGCACGGCAT
CGCAGCTCGTTGTAGAAGGT

Nessa tabela estdo listados os primers utilizados, desenhados a partir das informacdes obtidas pela

39

GenBank™ (NCBI — NIH, Bethesda, EUA), sendo informados também as sequéncias sense e antisense,
Fonte: NCBI — NHI, Bethesda, EUA.
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4.9  Extracdo proteica e imunoblotting

Ap0ds a coleta, os coxins adipdcitos da regido inguinal e o tecido adiposo marrom
foram homogeneizados em tampdo RIPA (Sigma) enriquecido com coquetel de
inibidores de proteases e fosfatases (1:100, Sigma). As amostras foram centrifugadas
por 20 minutos a 14.000 RPM, o sobrenadante foi separado e dosado quanto ao
contetido protéico usando-se uma solugdo para ensaio colorimétrico (Pierce BCA
Protein Assay, Thermo Scientific). Apds quantificacdo, 30 ug de proteinas foram
submetidas a eletroforese em gel de acrilamida (10% SDS-PAGE) e, em seguida, foram
eletro-transferidas para membranas de nitrocelulose. Apos a transferéncia e o ciclos de
lavagens, foi feito o bloqueio durante 1 hora com 5% de BSA. As membranas foram
incubadas overnight a 4 °C com o anticorpos primérios: UCP1 e a - Tubulina em 1% de
BSA diluido em TBS-T (25 mM de Tris, 125 mM de NaCl e 0,1% de Tween 20). Ap6s
3 ciclos de lavagens de 10 min cada, as membranas foram incubadas com o anticorpo
secundario IRDye 800CW ou IRDye 680CW (1:10,000, Li-COR) durante 45 minutos,
diluido em TBS-T. Apos 3 ciclos de lavagens de 10 min as proteinas foram visualizadas
e analisadas utilizando o sistema Odyssey (Li-COR). As expressdes proteicas foram

normalizadas de acordo com a a. — Tubulina.

4.10 Histologia do tecido adiposo branco inguinal

As amostras foram colocadas em um cassete com a identificacdo do 6rgéo. O
material foi fixado em formol a 10% por aproximadamente 48 horas. Apds esta fixacao,
as amostras passaram por um processo de desidratacdo, permanecendo por 1 hora em

Alcool 70%, 1 hora em &lcool 96% e, por fim, 1 hora em &lcool absoluto para total
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desidratagdo. Em seguida, foram passadas em reagente xilol por, aproximadamente, 2
horas e, em seguida, foram colocadas em um banho de parafina por 3 horas. Concluido
0 processo, as amostras foram mantidas em gelo. Em seguida, as laminas foram
marcadas com a mesma identificacdo do cassete e entdo colocadas no micrétomo, onde
foram feitos cortes seriados entre 3 e 4 micras. A fita produzida pelo micrétomo foi
colocada em um banho maria com temperatura aproximada de 56 °C. Apds esticar a fita
no banho, foi retirado o n° de fragmentos necessarios e colocados sobre a lamina. Em
seguida, a ldamina foi para uma estufa com temperatura variavel entre 60 °C e 70 °C por
aproximadamente 30 minutos. Apés este processo, foi feita a coloragdo das laminas, que
consistiu em: 3 xildis por 5 minutos, 5 cubas de alcool, lavadas em &gua corrente por 5
minutos e colocadas em corante Hematoxilina por aproximadamente 1 minuto e contra
corante Eosina, também por aproximadamente 1 minuto. Para finalizar o processo de
coloracdo, foi necessario fazer algumas passagens em alcool absoluto e xilol. Foi
colocada uma cola sobre cada fragmento, que recebeu uma laminula para protecdo e
melhor visualizagdo no microscopio. A ladmina foi entdo etiquetada conforme

identificacdo inicial.

411 Analise estatistica

A avaliacdo estatistica foi realizada por analise de variancia unifatorial (one-way
ANOVA), e as eventuais diferencas encontradas avaliadas pelo pos-teste de Bonferroni
e por teste T, prefixando-se o nivel de significancia em 95% (p<0,05). Os valores estdo
representados como média + erro padrdo da média. Os testes estatisticos foram

realizados usando-se o programa GraphPad Prism, v.5.0.
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5 RESULTADOS

A figura 2 nos mostra o delta da massa corporal (diferenca do peso final pelo peso
inicial) (A) e peso dos coxins dos adipdcitos brancos (B e C). As diferentes
concentragdes de melatonina ndo induziram resultados de maneira dose-resposta, ou
seja, os grupos mel 1 mg e mel 10 mg ndo foram diferentes em relacdo a estes
parametros, porém, ambos grupos suplementados apresentaram diferencas em relacdo
aos animais controles no delta da massa corporal e no peso do coxim retroperitoneal.
Quanto ao peso do TAB periepididimal, ndo houve diferencas estatisticas entre 0s

animais dos diversos grupos.
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Figura 2 - A) Diferenca entre o peso corporal final e inicial (A) dos animais; B) Peso do tecido adiposo branco
periepididimal; C) Peso do tecido adiposo branco retroperitoneal. (n = 8 por grupo). Significancia: * vs Controle, (p <
0,05). Os valores sdo mostrados como média * erro padrao.
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A figura 3 (A — E) nos mostra o conteido do mRNA no TAM de diversos genes

relacionados a termogénese. Apesar de maior tendéncia de expressao nos animais

suplementados com melatonina (tanto 1 mg quanto 10 mg), ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos.
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Figura 3 - A) Expressdo génica de Ucpl no TAM dos animais; B) Expressdo génica de Pgcla no TAM dos animais;
C) Expressdo génica de Zfp516 no TAM dos animais; D) Expressdo génica de Prdm16 no TAM dos animais; E)
Expressdo génica de Cidea no TAM dos animais. (n = 8 por grupo). Os valores sdo mostrados como média + erro

padréo.
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Verificamos também que, em relag@o a expressdo génica de Pgcla e FndeS no

musculo soleo, ndo houve diferenga significativa entre 0s diversos grupos experimentais

(Figuras 4A e B).

A) B)

0.8- &

Pgcla/HK
(UA)
Fndc5/HK
(UA)
g __£

Figura 4 - A) Expressdo génica de Pgcla no misculo séleo dos animais; B) Expressdo génica de Fndc5 no musculo
s6leo dos animais. (n = 8 por grupo). Os valores sdo mostrados como média + erro padréo.
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Analisamos, por western blotting, o contetdo proteico de UCP1 nos adipdcitos

marrons e beges. As figuras 5A e B nos mostram que ndo houve diferenca significativa

no TAM e no TABI dos animais, respectivamente.

UCp1 UCPI—)
o Tubuling [ e =] a Tubulina =e==— ]

A
) 0.08+ 0.010-

R

UCP1/o, Tubulina
(UA)

UCP1/q Tubulina
(UA)

Figura 5 - A) Contetdo proteico de UCP1 no TAM dos animais; B) ConteGido proteico de UCP1 no TABI dos
animais. (n = 8 por grupo). Os valores sdo mostrados como média + erro padrao.
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Bem como as variaveis acima, a temperatura da pele sobre o TAM (Figuras 6A e B)
ndo foi diferente entre os grupos, tanto no basal, quanto no frio (todos os valores sdo
mostrados como diferencga entre a temperatura da estrutura corporal e a temperatura do
ambiente - T), tampouco a intensidade de browning, analisada por meio densitometria

Optica em cortes histoldgicos (figura 6C).
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Figura 6 - A) AT por condugao da pele sobre 0 TAM no basal; B) AT por condugéo da pele sobre 0 TAM no frio; C)
Intensidade de browning do TABi em cortes histoldgicos. (n = 8 por grupo). Os valores sdo mostrados como média +
erro padrao.

Mendes, C




Melatonina e termorregulagao 47

A figura 7 nos mostra a temperatura da pele por radiacdo (termografia) das diversas

regides analisadas. Os valores sdo mostrados como diferenca entre a temperatura da
. 0
estrutura corporal e a temperatura do ambiente ( T). A 24 "C, notamos menor T, em

ambos grupos suplementados, no olho e no TABI, quando em comparagdo com 0 grupo

Controle. Ainda nesta temperatura, notamos também que apenas o grupo Mel 10 mg
< L . : 0
apresentou menor T na cauda em relagdo aos animais controles. Ja no frio (18 C) os

grupos Mel 1 mg e Mel 10 mg apresentaram reducédo significativa do T no olho e na

cauda, quando comparados aos animais controles.
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Figura 7 - AT das diversas regides corporais na temperatura basal (24 0C) e no frio (18 0C). (n = 8 por grupo). O
circulo vermelho representa diferenca significativa em relacdo ao controle, dentro da mesma temperatura ambiente;
(p < 0,05). Os valores sdo mostrados como média.
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Os resultados acima nos mostraram gque, em nenhuma das variaveis aqui analisadas,
houve diferenca significativa entre os grupos Mel 1 mg e Mel 10 mg, ou seja, as
diferentes concentracdes de melatonina ndo induziram resultados de maneira dose-
resposta.

Sendo assim, agrupamos os resultados de todos os animais que foram
suplementados com o horménio (independentemente da concentracdo) em um Unico
grupo, chamado Melatonina. Apresentaremos a seguir, portanto, a comparacgéo entre 2
grupos, o Controle (sem suplementacdo hormonal; n = 8) e o Melatonina

(suplementacdo hormonal com 1 e 10 mg de melatonina por kg; n = 16).
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5.1  Massa corporal e coxins de gordura

A massa corporea dos animais foi avaliada semanalmente ao longo de todo periodo
do protocolo experimental.

Na figura 8A, temos a evolucdo da massa corporea ao longo das 16 semanas do
periodo experimental.

O ganho ou a perda de peso durante esse periodo foram calculados pela diferenca
dos pesos final e inicial (A) dos animais. Na figura 8B, observa-se que a melatonina foi
capaz de induzir reducdo significativa da massa corporal ap0s 16 semanas de
tratamento, além do percentual do coxim de gordura retroperitoneal em relacdo a massa
corporal, bem como o peso bruto deste tecido (figuras 9A e B). Em relacdo ao tecido
adiposo branco periepididimal, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos,

conforme mostram as figuras 10A e B.
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Figura 8 - A) Evolucdo da massa corporal dos animais, ao longo das 16 semanas do protocolo experimental; B)
Diferenca entre o peso corporal final e inicial (A) dos animais. Significancia: * vs Controle, (p < 0,05). Os valores sdo

mostrados como média * erro padréo.
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Figura 9 - A) Porcentagem do tecido adiposo retroperitoneal em relagéo a massa corpérea; B) Peso do tecido adiposo
branco retroperitoneal. Significancia: * vs Controle, (p < 0,05). Os valores sdo mostrados como média + erro padréo.
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Figura 10 - A) Porcentagem do tecido adiposo periepididimal em relacdo a massa corpérea; B) Peso do tecido
adiposo branco periepididimal. Os valores sdo mostrados como média + erro padréo.
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Verificamos que o conteddo do mRNA de todos genes termogénicos analisados

no TAM, foi maior grupo Melatonina em comparacdo ao grupo Controle, conforme

mostram as figuras 11A - E.
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Figura 11 - A) Expressdo génica de Ucpl no TAM dos animais; B) Expressdo génica de Pgclo no TAM dos
animais; C) Expressdo génica de Zfp516 no TAM dos animais; D) Expressdo génica de Prdm16 no TAM dos
animais; E) Expressdo génica de Cidea no TAM dos animais. Significancia: * vs Controle, (p < 0,05). Os valores s&o

mostrados como média + erro padrao.
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Verificamos também a expressdo génica de PGCla ¢ Fndc5 no musculo soleo

dos animas. As figuras 12A e B mostram que ndo houve diferenca significativa entre os

grupos.
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Figura 12 - A) Expresséo génica de Pgcla no muasculo séleo dos animais; B) Expressdo génica de Fndc5 no muasculo
s6leo dos animais. Os valores sdo mostrados como média + erro padréo.
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5.3  Conteldo proteico

Analisamos, por western blotting, o conteddo da proteina UCP1 no TAM e no
TABI dos animais, conforme ilustrado nas figuras 13A e B, respectivamente.
Assim como o conteddo de RNA mensageiro, o conteudo proteico de UCP1

também foi maior no TAM dos animais idosos que receberam suplementacdo com

melatonina por 16 semanas, bem como no TABI.
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Figura 13 - A) contetdo proteico de UCP1 no TAM dos animais; B) Conteudo proteico de UCP1 no TABI dos
animais. Significancia: * vs Controle, (p < 0,05). Os valores sdo mostrados como média + erro padréo.
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5.4  Intensidade de browning

Por meio de cortes histoldgicos (figura 14A), analisamos a intensidade de
browning do TABI por densitometria Optica, mediante software ImageJ. A figura 14B
nos mostra que 0s animais do grupo melatonina apresentaram maior escurecimento
deste tecido em comparacdo com o grupo controle. Estes resultados sé&o confirmados
pela imagem macroscopica da regido inguinal, na qual podemos visualizar maior

intensidade de browning no grupo melatonina (figura 14C).
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Figura 14 - A) Cortes histologicos representativos do TABI; B) Intensidade de browning por densitometria éptica do
TABI dos animais; C) Imagem macroscdpica representativa do TABI dos animais. Significancia: * vs Controle, (p <
0,05). Os valores sdo mostrados como média * erro padrao.
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5.5 Temperatura superficial por meio de termografia, temperatura da pele sobre o
TAM e imagens térmicas representativas

Na figura 15A, as analises por termografia nos mostram a diferenca ( T) entre a

temperatura das diversas regides do corpo (olho, TAM, TABI e cauda) ) e a temperatura
. 0 : 0
do ambiente, tanto na temperatura basal, a 24"C, quanto no frio, a 18 C. No basal, o

tratamento crénico com melatonina induziu menor T no TABI e na cauda, e maior no
TAM. No frio, observa-se que o grupo suplementado apresentou menor T no olho e na
cauda. Ja a figura 15B nos mostra a variacdo percentual do T das diversas partes do
corpo do animal, quando na mudanca de ambiente do basal para o frio. Essa variagéo foi
significativamente diferente no grupo melatonina nas regides do TAM , TABI e na

cauda.
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Figura 15 - A) AT das diversas regides corporais na temperatura basal e no frio, o circulo vermelho representa
diferenca significativa entre os grupos dentro da mesma temperatura ambiente; B) Variacdo percentual do AT das
diversas partes do corpo do animal, quando na mudanca de ambiente do basal para o frio. Significancia: * vs
Controle, (p < 0,05). Os valores sdo mostrados como média + erro padrdo.
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N&o houve diferenca significativa no T do TAM em relacdo a temperatura da

pele sobre 0 TAM, obtida por termopares, tanto na temperatura basal, quanto no frio

(figuras 16A e B). Porém, quando na mudanca de temperatura ambiental de 24 0C para

18 OC, a variacdo percentual de T foi estatisticamente diferente no grupo Melatonina,

como mostra a figura 16C.
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Figura 16 - A) AT por condugdo da pele sobre 0 TAM no basal; B) AT por condugéo da pele sobre 0 TAM no frio;
C) Variacéo percentual do AT por condugéo da pele sobre 0 TAM, quando na mudanga de ambiente do basal para o
frio. Significancia: * vs Controle, (p < 0,05). Os valores sdo mostrados como média * erro padrao.
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Nas figuras 17A - C, temos a imagem térmica representativa de um animal por
grupo, na temperatura basal e no frio, das regides dorsal, ventral e da cauda. A regido
dorsal escapular, representa um depdsito de adipdcitos marrons, enquanto a regido
ventral, proximo a area inguinal, representa um dep6sito de adipdcitos beges. As

imagens térmicas apresentadas a seguir, confirmam os dados de T da figura 15A.
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Figura 17 - A) Imagem térmica representativa de um animal por grupo da regido dorsal dos animais na temperatura
basal e no frio. As setas indicam regido correspondente ao TAM; B) Imagem térmica representativa de um animal por
grupo da regido ventral dos animais na temperatura basal e no frio. As setas indicam regido correspondente ao TABI;
C) Imagem térmica representativa de um animal por grupo da cauda dos animais na temperatura basal e no frio.
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5.6 Temperatura superficial por meio de termografia antes e apds o protocolo
experimental

Os gréaficos a seguir, mostram o T das diversas regides corporeas antes e apds o
periodo experimental de 16 semanas.

No TAM, observamos que os animais controles apresentaram reducdo do T apds
0 protocolo experimental, enquanto os animais suplementados ndo exibiram diferenca
estatistica (figura 18A). Ja no frio, apenas o grupo Melatonina apresentou maior
producéo de calor por este tecido ap6s 0 mesmo periodo (figura 18B). A figura 18C, nos
mostra que a variagdo de temperatura do basal para o frio ( T Frio — T Basal) foi maior

apenas nos animais que receberam tratamento hormonal por 16 semanas.
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Figura 18 - A) AT do TAM antes e ap6s o protocolo experimental a 24 0C; B) AT do TAM antes e ap6s o protocolo

experimental a 18 "C; C) Variacdo da temperatura no TAM antes e apés o protocolo experimental, quando na
mudanca de ambiente do basal para o frio. SignificAncia: * vs Controle; & vs Antes, (p < 0,05). Os valores sdo
mostrados como média + erro padrao.
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Em contrapartida, os adipdcitos beges apresentaram reducdo significativa na

producdo de calor apds as 16 semanas, em ambos 0s grupos, tanto no basal (figura
19A), quanto no frio (figura 19B). A 24 OC, 0s animais suplementados com melatonina

apresentaram uma reducdo na producdo de calor ainda maior que 0s animais controles.
No entanto, a variacdo da producéo de calor quando na mudanca de ambiente, do basal
para o frio, foi significativamente menor apenas no grupo Controle apds o protocolo

experimental, conforme a figura 19C.
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Figura 19 - A) AT do TABI antes e apés o protocolo experimental a 24 0C; B) AT do TABI antes e apds o protocolo

experimental a 18 "C; C) AT do TABI antes e ap0s o protocolo experimental, quando na mudanca de ambiente do
basal para o frio. Significancia: * vs Controle; & vs Antes, (p < 0,05). Os valores sdo mostrados como média + erro
padréo.
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As figuras 20A - C nos mostram o AT da cauda dos animais, estrutura
responsavel por regular a troca de calor com o ambiente. Na temperatura basal do
biotério, os animais controles apresentaram maiores valores nesta estrutura apds as 16
semanas e, a suplementacdo com melatonina, impediu este aumento. Ja no frio, apenas o
grupo Melatonina exibiu reducdo substancial da temperatura. Quando na mudanca de
ambiente, a variacdo foi maior em ambos 0s grupos ap6s o periodo experimental, sendo

mais intensa nos animais suplementados.
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Figura 20 - A) AT da cauda_antes e ap6s o protocolo experimental a 24 0C; B) — AT da cauda antes e apds o

protocolo experimental a 18 0C; C) Variagdo do AT da cauda antes e apds o protocolo experimental, quando na
mudanca de ambiente do basal para o frio. Significancia: * vs Controle; & vs Antes, (p < 0,05). Os valores sdo
mostrados como média + erro padréo.
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Segundo Vogel et al (2016), a temperatura do olho correlaciona-se a temperatura
, I . 0
corporea central dos animais. No presente trabalho, verificamos que a 24 “C ocorreu

aumento da temperatura desta regido nos animais controles ap6s o periodo

experimental, e o tratamento com melatonina impediu este aumento, conforme mostra a
figura 21A. Ja quando desafiados ao frio de 18 OC, apenas o grupo Melatonina exibiu
menor AT do olho apds as 16 semanas (figura 21B). Na mudanca de temperatura de 24
para 18 0C, ambos 0s grupos apresentaram menores valores apds o periodo

experimental, sendo que o tratamento com melatonina induziu uma diminuicdo

significativa em comparacgéo aos animais controles (figura 21C).
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Figura 21 - A) AT do olho antes e ap6s o protocolo experimental a 24 0C; B) ) AT do olho antes e ap6s o protocolo

experimental a 18 "C; C) Variagdo do AT do olho antes e ap6s o protocolo experimental, quando na mudanca de
ambiente do basal para o frio. Significancia: * vs Controle; & vs Antes, (p < 0,05). Os valores sdo mostrados como

média * erro padrao.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, investigamos o efeito da suplementacdo com melatonoina na
termorregulacdo de animais idosos obesos.

Durante processo fisiologico do envelhecimento, a via de sinalizacdo a insulina
encontra-se prejudicada, o que contribui para resisténcia a este hormoénio e,
consequentemente, intolerancia a glicose. Estes fatores sdo responsaveis, pelo menos
em parte, pelo ganho de peso associado a idade. Dentro deste contexto, demonstrou-se
recentemente (ZANUTO et al., 2013) que a suplementacdo ritmica com melatonina em
animais envelhecidos recuperou a sensibilidade a insulina (tanto de maneira central,
quanto de maneira periférica) antes mesmo destes animais apresentarem mudanc¢as no
peso corporal. No presente estudo, nés demonstramos que, apds as 16 semanas do
periodo experimental, todos animais exibiram aumento na massa corporal, porém, a
suplementacdo cronica com melatonina, induziu um aumento substancialmente menor.
Além disso, os animais do grupo Melatonina também apresentaram menor quantidade
de gordura, em particular, do coxim adiposo retroperitoneal. Estes dados estdo de
acordo com trabalhos prévios do nosso grupo, que mostram reducdo significativa do
peso corpéreo de animais envelhecidos, quando suplementados com melatonina
também por 16 semanas (MENDES et al., 2013). Além disso, Alonso-vale et al., (2004)
observaram um papel anti lipogénico da melatonina por meio da inibicdo da
diferenciacdo de pré adipdcitos em adipdcitos, reduzindo, portanto, provavelmente, o
numero de células. Ainda dentro deste contexto, Rasmussen et al., (1999) também
verificaram que a administracdo didria de melatonina diminui a gordura visceral em

ratos de meia idade.
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Este efeito anti obesogénico da melatonina se deve, provavelmente, ao seu papel
regulatorio do balanco energético, atuando principalmente no aumento do gasto calérico
(CIPOLLA-NETO et al., 2014), ja que, apesar de ndo haver consenso na literatura, este
horménio parece nédo alterar, de forma significante, a ingestdo alimentar (TAN et al.,
2011). Tal efeito também é resultado do reestabelecimento da distribuicéo circadiana do
metabolismo  energético, da recuperacdo da sensibilidade a insulina e,
consequentemente, recuperacdo da tolerancia a glicose.

Em animais jovens, com a glandula pineal intacta, em dados de nosso grupo ainda
ndo publicados, observamos que a suplementacdo farmacolégica com melatonina
(concentracdo de 10mg/kg) também induziu reducdo significativa do delta do peso
corporal (diferenca entre peso final pelo peso incial) ap6s 16 semanas de suplementacao
hormonal, quando em comparacdo a animais jovens que ndo receberam o tratamento
hormonal, confirmando os dados da literatura (CIPOLLA-NETO et al., 2014) que
demonstram que a administracdo de melatonina em animais jovens, com producdo
normal de melatonina pineal, reduz em 25% o ganho de peso e, ainda, reduz em 50% o
tamanho de adipdcitos viscerais.

Cipolla-neto et al. (2014) sugerem que tais resultados na reducao de peso corporal
e gordura visceral ndo estdo correlacionados com a diminuicdo do consumo alimentar
ou alteracdo de algum horménio que poderia influenciar no metabolismo energético,
como testosterona, horménio tireoidiano e fator de crescimento relacionado a insulina
(IGF-1), porém, animais tratados com melatonina, apresentam redugdo plasmatica dos
horménios insulina e leptina.

O balanco energético é resultado, basicamente, do total de energia adquirida e o
total de energia despendida pelo corpo. O aumento de peso é a consequéncia de um

desequilibrio neste processo, no qual a energia ingerida excede a energia gasta; o
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contrario também ocorre e, quando o0 gasto energético excede a energia ingerida, tem-se
uma reducdo do peso corporal. Dentro deste contexto, j& que a melatonina parece nao
influenciar no consumo energético, a reducdo de peso provocada pela suplementacdo
hormonal estaria relacionada, portanto, ao aumento do dispéndio cal6rico. Tan et al.
(2011) sugerem um potencial envolvimento do TAM como sendo um dos grandes
responsaveis pelo aumento do gasto energético e consequente diminuicdo do peso
corporal em resposta ao tratamento com melatonina. Devido ao seu papel termogénico e
alta atividade metabdlica, os adipdcitos marrons utilizam muitas calorias com a
finalidade principal de produzir calor, sendo assim, isto provoca um aumento do
consumo de glicose e &cidos graxos e diminuicdo de depositos de gordura branca
(RICHARD; PICARD, 2011). Em nossos resultados, verificamos que o tratamento com
melatonina por 16 semanas, em animais idosos, induziu aumento no conteido de RNA
mensageiros de diversos genes relacionados a fungédo termogénica do TAM, dentre eles
PGClo e PRDMI16, genes que codificam proteinas que sdo reguladoras transcricionais
envolvidas no processo de diferenciacdo de adipdcitos marrons (SEALE et al., 2008);
Zfp516, cuja funcdo principal é aumentar a ativacdo transcricional da UCP1, além de
também promover diferenciagdo e ativacdo do TAM e adipdcitos beges (SEALE, 2015);
Cidea, gene predominante expresso nas células de gordura marrom, onde regula a
atividade da UCP1 e do metabolismo lipidico (SEALE; KAJIMURA; SPIEGELMAN,
2009); além do aumento da expressdo génica e proteica da propria UCP1. Em relacdo a
producéo de calor do TAM, analisada neste trabalho por termografia, verificamos que a
atividade metabdlica deste tecido diminui com o processo de envelhecimento, como é
observado nos animais do grupo controle ap6s as 16 semanas do periodo experimental.
De fato, este tecido parece tornar-se menos funcional conforme o envelhecimento

(CYPESS; KAHN, 2010). No entanto, demonstramos aqui que a suplementacdo com
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melatonina impediu este processo tipico do envelhecimento, uma vez que ndo
observamos tal diminuicdo da producdo de calor pelo TAM nos animais tratados na
temperatura basal e, quando expostos ao frio, 0 AT foi maior no grupo Melatonina.
Estes dados em conjunto, por outro lado, confirmam, portanto, esta postulada funcéo da
melatonina em induzir reducdo do peso corporal por meio do aumento do gasto
energético via TAM.

Em Hamster Sirios, Viswanathan et al. observaram que o tratamento com
melatonina induziu, no animal, maior capacidade de termogénese sem tremor, no
entanto, poucas mudancas ocorreram de fato na producdo de calor. Outro estudo
demonstrou ainda, que a administracdo com melatonina ndo induziu qualquer alteracao
em relacdo a termogénese sem tremor em roedores (FEIST; FEIST, 1986). Tan et al.
(2011) sugerem que tais resultados se devem a propriedade da melatonina em elevar o
recrutamento do TAM, mas ndo necessariamente induzir aumento da producéo de calor
por este tecido em alguns tipos de roedores, ja que a funcdo primaria deste hormonio é
apenas aumentar a capacidade termogénica do animal, ou seja, prepard-lo para o
inverno iminente. De fato, no presente estudo, verificamos no grupo Melatonina
maiores alteracdes na producdo de calor pelo TAM principalmente quando os animais
foram desafiados ao frio (figura 18B). Além disso, a variagdo percentual do AT por
conducdo da pele proxima ao TAM, quando na mudanga de ambiente do basal para o
frio, foi significativamente maior no grupo melatonina (figura 16C). Quanto ao TABI,
apesar de aumento da expressdo proteica de UCP1 e maior nivel de browning, os dados
termograficos mostraram que este tecido apresentou menor AT na temperatura basal nos
animais suplementados, porém, quando estes animais foram submetidos ao ambiente
frio, o percentual de variagdo do AT foi significativamente maior em relagcdo aos

controles. Estes achados corroboram com a hip6tese de que a melatonina apresenta uma
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funcdo em induzir maior capacidade de suportar ao frio, devido, provavelmente, a
melhora na eficiéncia termogénica.

Ainda em relacdo a melatonina e sua fungdo na termogénese, Viswanathan et al.
reportaram, em ratos, a existéncia de receptores deste hormoénio nas artérias caudais,
sabidamente envolvidas na termorregulacio (YOUNG; DAWSON, 1982). Este
hormonio, por meio de sua a¢do no tonus da musculatura destes vasos, é capaz de
induzir ajustes circulatérios nas artérias caudais, de maneira a promover a
vasoconstri¢do e, consequentemente, reducdo da dissipacdo do calor da pele da cauda

para 0 ambiente. Em nossos resultados, pudemos observar este efeito vasoconstritor da
. L 0 5 ~
melatonina na cauda dos animais, tanto a 24 quanto a 18 "C. Em relacdo a comparacao

entre antes e depois do periodo experimental, a figura 20A nos mostra que ao longo
destas 16 semanas, houve aumento do AT (ou seja, menor vasoconstrigdo) na cauda dos
animais controles provavelmente devido, ndo s6 a reducdo gradativa de melatonina
conforme o enevlhecimento, mas também a reducéo dos receptores de melatonina neste
local conforme a idade (LAITINEN et al.,, 1992). Confirmando essa hipotese, a
suplementacdo hormonal, em niveis farmacoldgicos, impediu este efeito. Aléem disso,
guando desafiados ao frio, a melatonina fez com que os animais tratados apresentassem
menor AT caudal, ou seja, estes animais sofreram maior constrigdo arterial na cauda,
garantindo assim maior retencdo de calor corporal. Deste modo, estes dados confirmam,
portanto, que a suplementacdo com melatonina no animal idoso, impediu 0 avanco dos
distarbios termorregulatdrios provocados pelo envelhecimento garantindo, no caso, que
0 animal idoso tratado com melatonina possa se adaptar melhor ao frio, melhorando
assim, sua condicGes de sobrevivéncia.

Em relacdo ao contexto melatonina, termogénese e temperatura corporal, ainda

ndo ha um consenso na literatura, ja que a regulacdo da temperatura corporea em
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mamiferos pode ser determinada por diversos fatores. Em humanos, alguns estudos
relatam a melatonina como um agente hipotermiante (BURGESS et al., 2001), porém,
parece que este hormdnio, ao reduzir a temperatura corporea de maneira central,
concomitantemente, induz aumento da temperatura periférica. Além disso, parece ndo
haver relato que indique que o efeito hipotérmico da melatonina na temperatura central
de humanos seja resultado da reducdo da producdo de calor (termogénese) e sim uma
consequéncia de sua acdo dilatadora de vasos periféricos, facilitando assim a perda de
calor (GILBERT et al., 1999). Ainda em humanos, identificou-se receptores de
melatonina no centro termorregulador hipotalamico, onde o hormonio parece regular
para baixo o set point da temperatura central e, perifericamente, induzir dilatacdo de
pequenos vasos (WEAVER et al.,, 1993). Em roedores, alguns trabalhos reportam
aumento da temperatura corpdrea via administracdo de melatonina gracas ao aumento
da termogénese sem tremor (HAIM; FOURIE, 1982), suas agfes na atividade
tireoidiana (PADMAVATHAMMA; JOSHI, ) ou sua capacidade de promover aumento
da atividade locomotora (WOLDEN-HANSON et al.,, 2000). J& outros estudos,
mostram um efeito hipotermiante da melatonina em ratos e hamsters sirios (BRUNO et
al., 2005; RAGHAVENDRA; AGREWALA; KULKARNI, 1999). No presente
trabalho, além dos tecidos adiposos marrom e branco inguinal, envolvidos no processo
de termogénese sem tremor, e da cauda, estrutura caracterizada como a janela térmica
do animal, verificamos também, por termografia, a temperatura maxima optica dos
roedores (TMO). Em trabalho recente, Vogel et al. (2016) sugerem que a temperatura
méaxima da superficie ocular de ratos, analisada por termografia, representa um método
alternativo e ndo invasivo da determinacdo da temperatura retal, ou seja, a TMO poderia
corresponder a temperatura corporea central. Apesar de, segundo nossos resultados, o

animal submetido ao tratamento crénico com melatonina parecer estar mais apto a
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suportar o frio, observamos que o grupo suplementando, ap6s 16 semanas, apresentou
menor AT da TMO quando em compara¢do ao grupo controle. Uma possivel explicacdo
para este achado poderia estar relacionada com a diferenca no indice de massa corporea
(IMC) entre os 2 grupos, ja que, ao final do tratamento, os animais suplementados
apresentaram peso corporeo substancialmente menor que seus homdlogos controles. Em
relacdo a essa hipdtese, Alexander et al. (2015) revisaram sobre a camada de gordura
localizada ao redor do corpo, logo abaixo da derme, o chamado tecido adiposo branco
dérmico. Estes adipdcitos atuam como potentes isolantes, de maneira a diminuir a perda
de calor corporal devido sua baixissima condutancia térmica. Esta camada adiposa
parece aumentar de acordo com o IMC e suprimir a ativacdo do TAM. Ao compararmos
0 antes e depois do periodo experimental, a figura 21A nos mostras que, em temperatura
basal, o aumento do AT da TMO foi significativamente maior apenas no grupo controle,

que apresentou intenso aumento da massa corporal ao final do protocolo.

Conforme mencionado anteriormente, nosso biotério de experimentacdo animal

apresenta uma temperatura aproximada de 24 0C. Postula-se que, para animais da

linhagem Wistar, a zona termoneutra encontra-se na faixa de 29.5-30.5 OC

(ROMANOVSKY; IVANOV; SHIMANSKY, 2002), poréem, varios fatores podem
influenciar e modular este parametro, como por exemplo, taxa de metabolismo basal,
consumo alimentar recente e varidveis relacionadas ao tamanho corporal e area

superficial. Neste &mbito, Speakman et al. (2012) questionam a temperatura considerada
termoneutra para camundongos (também por volta de 30 0C) e relata que ha uma forte

correlacdo negativa entre a margem inferior da zona de termoneutralidade e peso
corporal, conforme ilustrado na figura 22 do anexo. Além disso, Maskrey et al. (2001)

reportaram que animais obesos apresentam maior preferéncia por ambientes com
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menores temperaturas, quando em compara¢do com animais magros, provavelmente
devido a maior protecdo térmica isolante e, ainda, diferencas no set point da temperatura
corporea central, que no animal obeso encontra-se alterado independentemente da
idade, género ou temperatura prévia de aclimatacio (MASKREY; MEGIRIAN;
FARKAS, 1998; MASKREY; WIGGINS; FRAPPELL, 2001). A figura 23 do anexo
mostra que, antes mesmo do inicio do protocolo experimental de 16 semanas, 0s
animais idosos apresentavam massa corporal significativamente maior que animais
jovens, com 3 meses idade. Sendo assim, tendo como base estes dados, inferimos que
nossos animais envelhecidos estavam em uma faixa de temperatura que se aproximava
da termoneutralidade, quando em comparagdo com 0s jovens roedores.

Além disso, quando comparamos o AT do TAM antes e ap0s o periodo
experimental, podemos observar que a exposi¢do dos animais idosos a temperatura de
24 0C do biotério, ndo induziu qualquer aumento na producdo de calor por parte deste
tecido em resposta adaptativa ao frio (figuras 18A e 18B).

Alguns trabalhos sugerem que os adip6citos marrons e beges, ambos
responsaveis pela termogénese sem tremor, atuam de maneira sincronizada. PAN et al.
(2014), utilizando camundongos transgénicos, mostraram que a superexpressao do
micro RNA 378 promove aumento da adipogénese apenas no TAM e consequente
expansdo deste tecido, o que induziu a supressdo do desenvolvimento de adipocitos
beges no TABI. Esta expansdo do TAM, por si s@, foi suficiente para prevenir a
obesidade genética ou induzida por dieta, mesmo diante da diminuic¢do da atividade dos
adipdcitos beges. Por outro lado, Schulz et al. (2013) demonstraram, também por meio
de camundongos transgénicos, que a supressdo do desenvolvimento do TAM, via
abolicdo dos receptores da proteina BMP (bone morphogenetic protein, fundamental

para formagéo e atividade termogénica do TAM) levou a um aumento da sinalizagdo
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simpética no TABI, promovendo, portanto, a formacdo de adipécitos beges. Nestes
animais, esse mecanismo compensatorio foi suficiente para manter a homeostase da
temperatura corporal e induzir resisténcia contra a obesidade. Ainda utilizando animais
transgénicos, Kopecky et al. (1995) reportaram que a expressdo ectdpica de Ucpl no
TAB inibiu a expressdo endégena deste gene no TAM. J& em camundongos selvagens,
Kalinovich et al. (2017) em trabalho recente, relataram que estes animais apresentaram
maior contetdo génico e proteico de UCP1 nos adipocitos beges apenas quando seus
adipdcitos marrons ja estavam em sua capacidade maxima de ativacdo, sugerindo que o
TABI é um tecido acessdrio para termorregulacdo. Em nossos resultados, as analises por
meio de termografia (figura 15A) nos mostram que, em uma situacgdo basal, a producéo
de calor pelos adipdcitos beges foi menor devido a suplementacdo com melatonina,
apesar de seu maior potencial termogénico, evidenciado pelo maior nivel de browning e
aumento do conteudo proteico de UCP1. Nestes mesmos animais, a termogénese do
TAM, no basal, foi maior. O grupo Controle, por sua vez, também em temperaturas
basais, exibiu redugdo do AT do TAM apds 16 semanas, mas em compensagdo, a
reducdo do AT no TABI, apos este periodo, foi menos intensa que no grupo Melatonina.
Estes achados demonstram de maneira fisiologica, sem qualquer intervencdo genética
ou cirurgica, a provavel existéncia de um importante cross-talk entre adip6ctios marrons
e beges, que assegura um mecanismo compensatorio de termorregulacdo de maneira
coordenada. Sugerimos ainda, que esta sofisticada maquinaria de controle da
temperatura corporal, participa do controle do balanco energético e, indiretamente, do
controle de doengas metabdlicas.

O mecanismo por tras deste cross-talk entre adipdcitos ainda ndo esta muito bem
elucidado. Especula-se que esteja relacionado com alteracbes no comando simpatico

dos tecidos termogénicos, ou ainda, alteracdo na expressdo de genes importantes para
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diferenciacdo celular e producéo de calor, como Prdm16 (PAN et al., 2014).(PAN et al.,
2014).

Interessantemente, o escurecimento do TAB também pode ser induzido por meio
da irisina, uma miocina descoberta recentemente, que parece atuar no tecido adiposo
branco subcutaneo (principalmente inguinal) via um receptor ainda desconhecido. Este
mecanismo é regulado pelo coativador transcricional PGCla, que, por sua vez, parece
estimular a produgdo de FNDC5, uma proteina de membrana do tipo | que é clivada,
dando origem a irisina (KELLY, 2012). Este processo parece ser estimulado pela
contracdo muscular principalmente durante exercicio. Diversos experimentos mostram
que exercicio/FNDC5/irisina sdo capazes de aumentar, em adipécitos brancos, além de
outros fatores, a expressdao de UCP1, PGCla (principal regulador transcricional dos
genes envolvidos na termogénese) e o numero de goticulas multiloculares (tipicas do
TAM), aumentando, deste modo, a termogénese e 0 gasto energético, promovendo,
portanto, prote¢do contra obesidade (BOSTROM et al., 2012b). Neste mesmo trabalho,
demonstrou-se também que certos depdsitos de tecido adiposo branco sdo mais
propensos a desenvolverem browninig que outros, sendo o TABiI 0 mais propenso ao
escurecimento. Em nossa pesquisa, nos propusemos a verificar se o tratamento com
melatonina poderia induzir aumento da expressao génica de Pgcla e Fndc5 no musculo
soleo, j& que, conforme demonstrado em trabalho prévio de nosso grupo, este horménio
medeia todas as adaptacOes ao exercicio aerébio em animais idosos (MENDES et al.,
2013). Apesar de observamos uma tendéncia de aumento no conteGtdo do RNA
mensageiro de Fndc5 nos animais suplementados com melatonina, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos experimentais. Apesar de Fndc5 ser dependente de Pgcla,
ndo observamos, neste trabalho, uma tendéncia de aumento também na expressdo deste

gene, provavelmente devido ao fato de que outros coativadores transcricionais, como
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ERRa (estrogen-related receptor alpha), também regulam a expressdo de Fndc5

(WRANN et al., 2014).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, nossos principais resultados mostram que suplementacdo com
melatonina em animais idosos impede os efeitos do envelhecimento sobre a capacidade
termorregulatéria de animais idosos. Além disso, sugerem que 0 processo termogénico
ocorre de forma global e coordenada, de maneira que, havendo mobiliza¢do do tecido
adiposo marrom e producdo de calor adequada e suficiente para manutencdo da
homeostasia, a termogénese via adipdcitos beges ndo seria efetivada. Mas quando, por
algum motivo, faz-se necessario 0 aumento da producao de calor, como por exemplo,
em uma situacdo de exposicdo ao frio, ou ainda, quando por algum motivo ndo ha
mobilizacdo suficiente do TAM, os adip6citos beges sdo recrutados de maneira
acessoria ou compensatoria. Nossos resultados mostram também que no animal idoso, a
melatonina participa ativamente deste processo, de maneira que, quando administrada
terapeuticamente, aumenta o potencial termogénico do animal, garantindo sua
sobrevivéncia em situacdes de menores temperaturas ambientais, além de,

concomitantemente, participar da regulagdo do balango energético.
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A - Correlagéo entre termoneutralidade e peso corporal
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Figura 22 - Temperatura minima critica de camundongos plotada contra o peso corporal.
Modificada de Speakman 2012.

B - Massa corporal de animais jovens e idosos
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Figura 23 - Massa corporal de animais jovens (n=14) e idosos (n=24) antes do periodo experimental. Significancia *
vs Jovens; (p < 0,05). Os valores sdo mostrados como média + erro padrédo.
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