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RESUMO

BELPIEDE, L.T. Caracterizacédo e influéncia da auséncia e da reposicao terapéutica de
melatonina materna sobre o metabolismo energético, hepatico e adiposo de descendentes
machos submetidos a diferentes desafios ambientais. 2020. 126 f. Tese (Doutorado em
Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2020.

A melatonina é produzida por todo ser vivo, sistemicamente, pela glandula pineal e é capaz de
controlar diversas fungbes fisioldgicas, além de modular a interface materno-fetal. A
melatonina materna possui importante fungdo na maturacdo de ritmicidade do feto e no
preparo do neonato as interagdes/desafios com o meio externo, além de ser imprescindivel em
seu desenvolvimento metabolico. O tecido hepatico exerce diversas fun¢Ges metabdlicas para
garantir a homeostase glicémica, além de utilizar glicose, o figado é capaz de sintetiza-lae
libera-la para a circulagdo sanguinea em determinadas situa¢fes. A insulina liberada em
periodo pds-prandial, interage com receptores especificos e promove uma cascata de
sinalizacdo intracelular responsavel pela ativacdo de enzimas especificas que, por sua vez,
recrutardo fatores transcricionais reguladores de genes lipogénicos, entretanto, na resisténcia a
insulina hepatica, essas vias ndo se ativam e recrutam-se vias associadas a gliconeogénese,
por exemplo. O tecido adiposo branco, que ha tempos foi reconhecido apenas por sua funcdo
no armazenamento, atualmente é considerado significante para homeostase energética: quanto
maior seu volume, maior sua participacdo na homeostase glicémica, porém, quando a
resisténcia a insulina se instala nesse tecido, pode exacerbar a hiperglicemia e provocar
desajustes metabdlicos. Em conjunto com demais tecidos metabolicamente ativos, o tecido
adiposo marrom também participa da homeostase energético por meio do controle da
temperatura corporal com aumento no consumo de energia pela termogénese, além de se
correlacionar, na idade adulta, com melhor sensibilidade a insulina e controle glicémico. O
objetivo do trabalho foi caracterizar a influéncia da auséncia de melatonina materna, durante a
gestacdo e lactacdo, em tecidos metabolicamente ativos e o impacto funcional dessas
caracteristicas no perfil metabdlico de descendentes machos submetidos a diferentes desafios
ambientais. O estudo foi inicialmente conduzido com ratas wistar que constituiram o0s
seguintes grupos experimentais: grupo controle; grupo com auséncia experimental de
melatonina pineal (pinealectomizadas) e grupo de fémeas pinealectomizadas com reposicéo
oral terapéutica de melatonina a 1mg/Kg peso/dia. Para seus descendentes machos, cada
grupo foi subdividido de acordo com a racdo experimental a ser utilizada (ragdo normolipidica

e racdo hiperlipidica), ao longo de 12 semanas, cuja principal diferenca relaciona-se a



distribuicdo de macronutrientes. As evidéncias mostraram que, filhotes de maées
pinealectomizadas apresentaram aumento de peso corporal no desmame, maior indice de Lee,
maior glicemia e resisténcia a insulina; reduzida expressdo do transportador de glicose em
tecidos adiposos branco e marrom, aumento de expressao de alguns genes termogénicos e de
diferenciacdo celular no tecido adiposo marrom que, por sua vez, ndo correponderam a
eficiéncia funcional observadas nas andlises de termografia, e maior dificuldade em
termorregular pela cauda. A auséncia materna de melatonina durante a gestacdo impactou em
caracteristicas metabolicas da prole com diferente magnitude nos parametros metabolicos,

moleculares e funcionais de seus descendentes machos.
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BELPIEDE, L.T. Characterization and influences of the absence and therapeutic
replacement of maternal melatonin on the energy, hepatic and adipose metabolism of
male offspring subjected to different environmental challenges. 2020. 126 p. PhD thesis
(Human Physiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2020.

In mammals, melatonin, as hormone, is produced by the pineal gland and controls several
physiological functions, in addition to modulating the maternal-fetal interface. Maternal
melatonin plays an important role in fetal development and programming, preparing the
newborn for interactions / challenges with the external environment, and being essential in its
metabolic development. Liver and adipose tissue, either white or brown, are important
metabolic tissues participating in glucose homeostasis. In order to promote this, the liver
performs several metabolic functions. White adipose tissue has long been known only for its
energy storage function, but it is currently considered an important player in the control of
energy homeostasis. Moreover, brown adipose tissue also participates in energy homeostasis
by controlling body temperature with an increase in energy consumption by thermogenesis, in
addition to correlating, in adulthood, with better insulin sensitivity and glycemic control. The
aim of the study was to characterize the influences of the absence of maternal melatonin,
during pregnancy and lactation, on the above metabolically active tissues and the functional
impact of these characteristics on the metabolic profile of male offspring subjected to
different environmental challenges. The study was conducted with Wistar rats that constituted
the following experimental groups: offspring to a control group of intact dams; offspring to a
group of pinealectomized dams (absence of maternal melatonin during gestation and
lactation) and offspring to a group of pinealectomized dams subjected to melatonin
replacement therapy (1mg / kg weight / day, during the night). Each group of male offspring
was subdivided after weaning according to the experimental diet to be used (normolipidic diet
and hyperlipidic diet), over 12 weeks. The results showed, in offspring to pinealectomized
mothers, increased body weight at weaning, a higher Lee index, higher blood glucose and
insulin resistance; reduced expression of the glucose transporter in white and brown adiposes
tissues, increased expression of some thermogenic and cell differentiation genes in brown
adipose tissues, which, in turn, did not show functional efficiency in thermography analyzes,
and greater difficulty in thermoregulation by the tail. Several of these disorders were obviate
if the pinealectomized mothers were treated with melatonin during gestation and lactation. In
summary, maternal absence of melatonin during pregnancy and lactation impacted the

metabolic characteristics of the offspring with different magnitude molecular and functional



parameters of metabolic function in male offspring.

Keywords: Maternal melatonin. Energy metabolism. Insulin sensitivity. Adipose tissue. Liver
tissue.



1 INTRODUCAO

Durante muito tempo néo se identificou qualquer funcéo especifica da glandula pineal.
Somente no seculo XVII, foi descrita por René Descartes como uma estrutura responsavel
pela distribuigdo de fluidos do cérebro para os masculos e, em 1958, o dermatologista Aaron
Lerner identificou e isolou o horménio produzido pela glandula, a melatonina (ARENDT,
1995).

A secrecdo de melatonina obedece a um ritmo circadiano enddgeno, com duracao
aproximada de 24 horas, 0 que ndo corresponde as exatas 24 horas do ambiente externo e, por
esse motivo, é sincronizada/arrastada por pistas ambientais (STENVERS, 2018). Em
mamiferos, a luminosidade ambiental (REITER, 1991; STEHLE et al., 2011) é considerada
uma das mais significantes pistas uma vez que a producdo de melatonina pela glandula pineal
ocorre exclusivamente a noite e na auséncia de luz. Essa sintese é determinada por um sistema
neural que se inicia no nacleo paraventricular hipotalamico (PVH) e termina no sistema
simpatico toracico alto associado ao ganglio cervical superior. Esse sistema, por sua vez, é
temporizado pelo relégio circadiano central (principal oscilador circadiano), localizado nos
nacleos supraquiasmaticos (NSQs), para onde projetam-se o0s ax6nios das células
ganglionares intrinsecamente fotossensiveis da retina (CIPOLLA-NETO et al., 2014,
CIPOLLA-NETO; AMARAL, 2018; MESSNER et al., 2001; PANDI-PERUMAL et al.,
2006). Essa populacdo de células retinianas € capaz de detectar alteracbes de claro-escuro
ambiental, converter o estimulo fético em elétrico, conduzir tal informacdo ao sistema
nervoso central e, desta forma, ser responsavel tanto pela sincronizacdo da ritmicidade
circadiana ao claro/escuro ambiental quanto ao fendémeno conhecido por fotoinibigdo noturna
qgue consiste no bloqueio da sintese de melatonina noturna pelos estimulos luminosos
ambientais (CIPOLLA-NETO; AMARAL, 2018; PANDI-PERUMAL et al., 2006).

A nivel celular, a ritmicidade circadiana expressa-se num processo de transcri¢do e
traducdo de certos genes (chamados de genes relogio), composto por alcas de
retroalimentacdo positivas e negativas, processo esse que é ciclico e dura aproximadamente
24 horas. A luz ambiental é capaz de ajustar a fase nos relégios centrais presentes nos NSQs e
essa temporizacdo €, entdo, transmitida aos tecidos periféricos por meio de sinalizacdo
hormonal (por exemplo, a melatonina) e neural. Alguns outros agentes ambientais,
comportamentais e metabdlicos podem modular e regular o processo de temporizacdo
circadiano do organismo, destaca-se o exercicio fisico e a ingestdo alimentar (ALONSO-
VALE et al., 2008; AMARAL et al., 2014; ARCHER et al., 2014; STENVERS, 2018).



O estado alimentado, por exemplo, é capaz de modular desde a absorcdo dos
substratos energéticos a nivel gastrointestinal, até a secrecdo de hormdnios facilitadores do
processo de absorcdo e distribuicdo desses compostos e, com isso, Vias
metabolicas/bioquimicas predominam a partir do estado em que 0 organismo se encontra:
espera-se que, a privacdao alimentar durante a noite induza maior circulagcdo plasmaética de
acidos graxos livres e aumento de gliconeogénese hepética (posteriormente descrita). Diz-se,
entdo, que o comportamento alimentar pode ser considerado um sincronizador e, a interrupgao
desse habito, pode desajustar osciladores periféricos devido a modificacdo de pistas
metabdlicas (DRAGOI, 2019).

Esses eventos sdo capazes de controlar a transcricdo de genes reldgio localizados nos
tecidos centrais e periféricos o que capacita 0 organismo como um todo para as oportunidades
e desafios alternados que acompanham as modificacBes associadas ao dia/noite (ALONSO-
VALE et al., 2008; AMARAL et al., 2014; ARCHER et al., 2014; STENVERS, 2018).

A melatonina é uma indolamina produzida por todos os seres vivos e, portanto,
ubiquamente presente na natureza (CIPOLLA-NETO; AMARAL, 2018; GOMEZ et al.,
2012; MIGLIORI et al., 2012; STEHLE et al., 2011). Nos vertebrados, a melatonina
hormonal, produzida pela glandula pineal, é capaz de controlar inimeras funcdes fisiologicas
(BUBENIK, 2001), possui acdo sistémica e € secretada tanto para a circulagdo sanguinea
(complexada ou ndo a albumina) (CIPOLLA-NETO et al., 2014; CIPOLLA-NETO;
AMARAL, 2018; PARDRIDGE; MIETUS, 1980) quanto para o fluido cérebro espinhal
(CIPOLLA-NETO et al., 2014; CIPOLLA-NETO; AMARAL, 2018; REITER et al., 2014;
TRICOIRE et al., 2003). Além disso, a melatonina pode ser sintetizada em diversos tecidos,
com acdo autdcrina e/ou parécrina e, portanto, de exclusivamente local (sistemas respiratorio,
renal, digestorio, cutaneo, retina, placenta, etc.) (CIPOLLA-NETO et al., 2014; CIPOLLA-
NETO; AMARAL, 2018; KONTUREK et al., 2007; LEJA-SZPAK et al., 2007; MONTILLA
etal., 1998; OKATANI; WAKATSUKI; KANEDA, 2000).

A via de sintese da melatonina inicia-se com o0 aminoacido essencial triptofano, o qual
sera hidroxilado, pela enzima triptofano-hidroxilase e originara a molécula 5-
hidroxitriptofano, que por sua vez sera substrato de uma descarboxilase de aminoacidos
aromaticos inespecifica, o que resulta na sintese de serotonina (KLEIN et al., 2002; KLEIN;
BERG; WELLER, 1970). A serotonina sera acetilada, pela enzima arilalquilamina N-
acetiltransferase (AANAT), e originara a N-acetilserotonina. A expressdo/atividade da
AANAT é determinante para desviar a serotonina para a via de sintese da melatonina e,

portanto, essencial para sua sintese noturna. A partir dai a N-acetilserotonina sera metilada



pela enzima acetilserotonina metiltransferase (ASMT), também chamada de hidroxindol-O-
metiltransferase (HIOMT), e finalmente originara a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina)
(HUANG,; LIU; BORJIGIN, 2010; KLEIN et al., 2002; YU; SCHAAD; KLEIN, 1993).

Nos mamiferos esse mecanismo bioquimico torna-se ativo durante a noite, desde que
na auséncia de luz (conforme j& mencionado), e seu pico de secre¢cdo, em seres humanos, na
maioria da populacdo, se da por volta de 2 e 3 horas da manhd. Sua dosagem pode ser
diretamente plasmatica ou salivar ou, ainda, pela afericdo de seu metabdlito de excregédo
urinaria, a 6-sulfatoximelatonina, formado a partir de seu metabolismo hepético (REITER,
1996).

Quando secretada, uma das formas de acdo da melatonina decorre de sua interagao
com receptores especificos de membrana, acoplados a proteina G (MT1 ou MTNR1A; MT2
ou MTNR1B). Ao interagir com seus receptores ligados especificamente a proteina Gi,
dispara uma via de sinalizagdo intracelular caracterizada pela inibicdo da enzima adenilato
ciclase (AC), a qual modula a conversédo de adenosina trifosfato (ATP) em adenosina
monofosfato ciclica (AMPc) e, portanto, essa reacdo estard reduzida e provocara menor
concentracdo de AMPc intracelular. Esses eventos reduzirdo a ativacdo da proteina quinase A
(PKA), bem como fatores transcricionais CREB o que pode, por exemplo, inativar diversas

vias associadas a vigilia (Figura 1).

Figura 1- Via de sinalizacdo intracelular da melatonina via receptores acoplados a proteina Gi.

Melatonina
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A interacdo entre melatonina e receptores MT1 ou MT2 acoplados a proteina Gi inibe a via de sinalizacdo



10

intracelular (AC/ AMPc/ PKA/ CREB) o que promove reducdo na transcricdo de genes, por exemplo, associados
ao sistema de vigilia (Elaborado pelo préprio autor).

Esses receptores também podem, dependendo do tecido no qual estdo presentes,
acoplar-se a proteina Gq e, nesse caso, a subunidade a ligada ao GTP ativara fosfolipase C
(PLC) de membrana que, por sua vez, clivara fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP2) em dois
componentes, o IP3 (1,4,5-inositol trifosfato) e o DAG (diacilglicerol). IP3 atua em um
receptor especifico/canal para Ca?* localizado na membrana do reticulo endoplasmatico, o que
induz liberacdo de célcio para o citoplasma; DAG permanece na membrana e ativa proteina
quinase C (PKC), a qual, também ¢ dependente de Ca?* (Figura 2) (AMARAL et al., 2019;
BLASK et al., 2005; CECON; LIU; JOCKERS, 2019; CIPOLLA-NETO et al., 2014;
COMAI; GOBBI, 2014; DUBOCOVICH et al., 2010; REPPERT; WEAVER; GODSON,
1996).

Figura 2- Via de sinalizagdo intracelular da melatonina via receptores acoplados a proteina Gg.
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A interacdo entre melatonina e receptores MT1 ou MT2 acoplados a proteina Gq ativa a via de sinalizagdo
intracelular (GTP/ PLC/ IP3 e DAG/ Ca?*/ PKC) (Elaborado pelo prdprio autor).

Os efeitos noturnos da melatonina, dependentes de sua interacdo com seus aceptores
moleculares recebem o nome de “efeitos imediatos”. Por outro lado, a presenca noturna de
melatonina tambeém é capaz de expressar efeitos quando ndo mais esté presente na circulagdo
sanguinea: sdo denominados de “efeitos proximais” aqueles manifestados no periodo da

manhd, e “efeitos tardios” aqueles manifestados ao longo do dia (CIPOLLA-NETO;
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AMARAL, 2018)

De modo geral, a inibicdo decorrente a interacdo de melatonina com receptores cuja
via de sinalizacdo intracelular é dependente de proteina Gi € de extrema importancia para que
essa indolamina determine os chamados “efeitos proximais” ou “consecutivos”, que aparecem
imediatamente apds cessar a sintese de melatonina pineal, ou seja, na manhd. Ha também
efeitos descritos como “tardios”, “distais” ou “prolongados” que sdo dependentes da
regulacdo, promovida pela melatonina, de genes relégio em diversos tecidos que podem ser
dependentes de outros genes (genes controlados pelos genes rel6gio) e que, portanto,
caracterizam funcionalmente esses tecidos e podem se expressar a qualquer momento das 24
horas seguintes. Nesse sentido, a presenca noturna da melatonina é capaz de modular funcdes
centrais e periféricas durante todo o dia seguinte até que ocorra um novo episodio de sua
secrecdo na noite seguinte (CIPOLLA-NETO; AMARAL, 2018).

Outro possivel mecanismo de acdo mediado por receptores decorre de sua capacidade
de modular funcdes através de receptores nucleares da familia retindide (RZR e ROR). Essa
interacdo induz aumento na producdo de citocinas pro-inflamatorias e caracteriza uma
importante funcdo da melatonina na regulacdo da atividade de células do sistema imune
(GUERRERO; POZO0, 2000).

A melatonina também é capaz de desempenhar fungdes de maneira independente a
interacdo com receptores (AMARAL et al, 2019; CIPOLLA-NETO et al., 2014),
determinado por sua caracteristica quimica anfifilica, que lhe permite difundir-se tanto em
meio aquoso quanto lipidico e estar presente em qualquer compartimento do organismo. Um
exemplo dessa acdo ndo mediada por receptores é a sua capacidade antioxidante. Os carbonos
2 e 3 do anel pirr6lico da molécula de melatonina, sdo conectados por dupla ligacdo,
tornando-a potente neutralizador de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. Essa fungédo
antioxidante Ihe confere um papel funcional importante nas mitocondrias, pois é capaz de
quelar diretamente radicais livres formados ao longo da respiragdo celular (AMARAL et al.,
2019; REITER et al., 1999; TAN et al., 2002; TOMAS-ZAPICO; COTO-MONTES, 2005).
Além disso, tem a capacidade (agora por uma agdo dependente de receptores) de regular a
expressao de enzimas antioxidantes classicas como a glutationa peroxidase (GSH-Px) e
superdxido dismutase (SOD) (REITER et al., 1999). A acdo ndo mediada por receptores €
considerada e decorre da interagdo molecular entre melatonina e enzimas do tipo quinona
redutase 2 que, muitas vezes sdo mencionados como receptores MT3 (AMARAL et al., 2019).

Dentre a variedade de funcbes nas quais a melatonina pineal participa, destaca-se a

regulacao endocrina da reproducdo (GOLDMAN, 2001); regulacédo do sistema cardiovascular,
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mais precisamente da pressdo arterial (MCKINLEY et al., 1990) e regulagdo do sistema
imune (FRASCHINI et al., 1990). Ainda, como poderoso agente cronobiotico, a melatonina é
responsavel pela sincronizacao de diversos ritmos bioldgicos e capaz de controlar oscilagdes
enddgenas de parametros fisioldgicos, tais como a secre¢cdo de hormdnios, renovacgéo celular,
controle da temperatura do organismo, digestdo, pressdo arterial e frequéncia cardiaca
(BRZEZINSKI, 1997; CIPOLLA-NETO; AMARAL, 2018); parametros comportamentais,
como humor, desempenho cognitivo (ECKEL-MAHAN et al., 2008; GERSTNER et al.,
2009) e estado de sono e vigilia (ARMSTRONG, 1989); além de estar envolvida em
processos anti-inflamatérios, por meio de suas propriedades antioxidantes e
imunomoduladoras (KARASEK, 2007). Outra importante funcdo, que serd abordada com
mais detalhes adiante, refere-se a sua participacdo no metabolismo energético (CIPOLLA-
NETO et al., 2014; CIPOLLA-NETO; AMARAL, 2018).

1.1 Melatonina materna e plasticidade fenotipica

Durante o desenvolvimento intrauterino, fatores ambientais podem induzir alteragdes
criticas no desenvolvimento do organismo e, portanto, no periodo pré-natal, insultos
relacionados ao estresse, ingestdo de alcool, fArmacos, nutricdo e exercicios fisicos podem
influenciar a estruturacdo, maturacdo e funcionamento dos sistemas fisioldgicos (DRAKE;
WAVLKER; SECKL, 2005; LAU; ROGERS, 2004; ROSENFELD; WELLER, 2012).

Especialmente no sistema reprodutor feminino, evidéncias demonstram capacidade de
producdo per se de melatonina por algumas estruturas que o compde: odcitos (gametas
femininos), ovarios (génadas femininas), células do cumulus (estruturas formadas ao longo do
desenvolvimento folicular no ciclo ovariano) e placenta (6rgdo transitério de comunicacao
entre organismo materno e fetal). Em tais érgdos/estruturas é observada maior concentracdo
de melatonina em relacdo a circulacdo sanguinea o que a confere relevante capacidade de,
além de outras importantes acles, agir contra possiveis danos oxidativos durante a maturacao
dos odcitos e ovulagdo, momento em que ha maior producéo de radicais livres. Na placenta,
durante a gestagdo, as células do trofoblasto (citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto que se
desenvolvem ao longo da implantacdo uterina), além de serem importantes fontes de
melatonina local, também possuem receptores desta indolamina (MT1 e MT2) (CHUFFA et
al., 2020; REITER et al., 2014).

A melatonina € uma das poucas substancias capazes de cruzar a barreira placentaria
sem sofrer alteragdes estruturais e, neste sentido, desempenha importante papel na regulagéo

de ritmos bioldgicos no feto e neonato, além de ser detectada no leite materno (KLEIN, 1972;
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OKATANI et al., 1998; SCHENKER et al., 1998; VERMOUTH et al., 1995) e de exercer
importante funcdo na neuroprotecdo e neurodesenvolvimento (MOTTA-TEIXEIRA et al.,
2018; WILKINSON; SHEPHERD; EUAN, 2016). Esses fatores, associados a capacidade de
melatonina hormonal materna sinalizar ao feto em desenvolvimento o fotoperiodo externo,
demonstram claramente a importancia da melatonina materna, ndo apenas na sincronizagéo
dos ritmos do feto, mas também na preparacdo o organismo fetal para lidar, ao nascer, com
ambiente externo, representados pelo dia e a noite e pela estacdo do ano.

Em humanos observou-se o0 mesmo ritmo de melatonina circulante materna no feto
(KENNAWAY'; GOBLE; STAMP, 1996; OKATANI et al., 1998; REITER et al., 2014) e,
experimentalmente, apOs exposicdo materna ao claro constante, a abolicdo deste ritmo
interferiu na expressao fetal de genes reldgio, eventos estes revertidos pela reposicéo diaria de
melatonina materna (REITER et al., 2014; TORRES-FARFAN et al., 2006). Assim, é
importante ressaltar que o feto e os recém nascidos, sdo exclusivamente dependentes da
melatonina materna, visto que, sua sintese s ocorre semanas apos o nascimento (BELLAVIA
et al., 2006; KENNAWAY; GOBLE; STAMP, 1996; OKATANI et al., 1998).

Em relacdo ao metabolismo energético, ja foi demonstrado experimentalmente que, a
auséncia de melatonina, durante a gestacdo e lactacdo, determina nos descendentes, quando
adultos, intolerancia a glicose, principalmente em decorréncia da resisténcia hepética a

insulina e da secrecéo reduzida desse hormdnio (FERREIRA et al., 2012a).

1.2 Insulina, metabolismo energético e melatonina

Nos ultimos anos diversos trabalhos descreveram o importante papel da melatonina na
atividade de tecidos metabolicamente ativos, como figado e tecidos adiposos (branco e
marrom), bem como na fisiopatologia do diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) e da obesidade
(BORGES-SILVA et al., 2005; GOSH et al., 2007; LIMA et al., 2017; NISHIDA et al., 2003;
PICINATO et al., 2008; SERAPHIM et al., 1997; ZANQUETTA et al., 2003), o que a
destaca como reguladora do metabolismo de carboidratos, por meio do controle da secrecao
de insulina (PICINATO et al., 2008) e de sua a¢do biolégica (CIPOLLA-NETO et al., 2014).

A insulina é um hormo6nio proteico sintetizado pelas células beta das ilhotas
pancreaticas e estocado em vesiculas secretérias até que haja estimulo para sua extrusdo
(DEENEY; PRENTKI; CORKEY, 2000). E composto de duas cadeias polipeptidicas (cadeia
A e cadeia B), as quais sdo ligadas por pontes dissulfeto e, sua sintese, ocorre no reticulo
endoplasmatico rugoso, posteriormente transportado para o complexo de Golgi, onde sera

empacotado na forma de granulos secretores (GANONG, 2006).



14

Destes granulos, a insulina é secretada para a circulagcdo sanguinea, principalmente,
por estimulo proveniente da metabolizagdo de substratos energéticos, pelas células secretoras
de insulina, tais como a glicose, que é seu principal secretagogo (HABER et al., 2001). Este
estimulo é percebido pelo influxo de glicose na célula beta, através do transportador de
glicose de isoforma 2 (GLUT2), (MUECKLER, 1994), com consequente fosforilacdo e
metabolizacdo da molécula de glicose, que promove aumento da relacdo ATP/ADP e que, por
sua vez, induz aumento da probabilidade de fechamento dos canais para potassio sensiveis ao
ATP (Katp) e, consequentemente, acumulo intracelular deste ion o que resulta na
despolarizacdo da membrana celular. Esses eventos favorecem a abertura de canais para
calcio sensiveis a voltagem e aumento do influxo de célcio que, aliado a metabolizacdo de
glicose, promove consecutivas fosforilagdes de proteinas, e exocitose dos granulos com
insulina (CARVALHEIRA; ZECCHIN, 2002; HABER et al., 2001).

O receptor para insulina é uma glicoproteina constituida por duas subunidades, a e B,
unidas por ligacdes dissulfeto. A subunidade a ¢ localizada externamente a membrana celular
e possui o sitio de ligagdo para o hormoénio. A subunidade  cruza a membrana e possui
atividade tirosina quinase intrinseca (no citosol), a qual permite que estas subunidades se
autofosforilem em tirosina (BJORNHOLM; ZIERATH, 2005; KAHN, 1985; KASUGA,
KARLSSON; KAHN, 1982).

Quando fosforilado, o receptor para insulina permitird tanto a ligacdo quanto a
fosforilacdo de residuos de tirosina de varios substratos proteicos intracelulares, chamados de
IRS (insulin receptor substrate), por exemplo, o IRS1 (CARVALHEIRA; ZECCHIN, 2002).
Na sequéncia, hd ativagdo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) (BIDDINGER; KAHN,
2006; CARVALHEIRA; ZECCHIN, 2002; GOSH et al., 2007; KANZAKI, 2006) e estimulo
para sua mobilizacdo a membrana plasmatica (OLSON, 2012), o que favorece sua acdo em
substratos lipidicos, em particular, o PIP2 que origina o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3) (CHANG; CHIANG; SALTIEL, 2004; KANZAKI, 2006; OLSON, 2012). O PIP3
pode recrutar proteinas como a AKT/PKB (protein kinase B), pela interacdo com dominios
especificos (dominio PH). A AKT devera ser fosforilada pela quinase dependente de
fosfoinositideos 1 (PDK1) e pelo complexo mTORC2 (OLSON, 2012; TOKER;
MARMIROLI, 2014) e, a partir dai, varios eventos podem ocorrer, em destaque, a
translocacédo das vesiculas citoplasmaticas contendo transportadores de glicose de isoforma 4
(GLUT4) (Figura 3) (CHANG; CHIANG:; SALTIEL, 2004; OLSON, 2012), altamente
expresso nos tecidos adiposos branco (TAB) e marrom (TAM) e nos musculos cardiaco e

esquelético.
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Figura 3- Via de sinalizacdo intracelular da insulina em tecidos responsivos.
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Na figura acima € possivel observar que a interacdo entre 0 horménio e seu receptor [expresso em tecidos
sensiveis a sua agdo, tais como os adiposos branco (TAB) e marrom (TAM), além de musculo esquelético e
cardiaco], desencadeia uma série de fosforilagfes intracelulares que culminam em ativar a AKT, por meio da
fosforilagdo, a qual estimula a translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica e posterior captacdo de
glicose pela célula e, portanto, seu clearance plasmético (Elaborado pelo proprio autor).

1 GLUT4
SLC2A4

Meio intracelular

A translocacdo de GLUT4, em reposta ao estimulo insulinico (CARVALHEIRA;
ZECCHIN, 2002; JENNI et al., 2014; ROSENBAUM; LEIBEL, 2014; THORENS;
CHARRON; LODISH, 1990; TOZZO; GNUDI; KAHN, 1997; WARDZALA; CUSHMAN;
SALANS, 1978), induz o aumento do nimero destes transportadores de glicose na membrana
celular e, consequentemente, a captacdo da glicose (BRADY; PESSIN; SALTIEL, 1999;
MACHADO; SHIMIZU; SAITO, 1994; NOV et al., 2013). Contrariamente, quando decaem
os niveis de insulina, ha internalizacdo desses transportadores, e reducdo do influxo de glicose
(REA; JAMES, 1997).

Caso estas vias ndo funcionem de forma adequada, caracteriza-se a resisténcia a
insulina que é definida como uma resposta biolégica menor do que a esperada para
determinada dose de insulina (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993).
Existem evidéncias de que a resisténcia a insulina, em longo prazo, esté relacionada com a
reducdo no conteldo de GLUT4 e na sua expressao (cuja codificacdo se da pelo gene Slc2a4)
(BELPIEDE, 2015; CORREA-GIANNELA; MACHADO, 2013). Nesse sentido, por mais

que a insulina interaja com seu receptor e desencadeie sua resposta intracelular, conforme
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descrito anteriormente, se houver redugao de Slc2a4/GLUT4, a densidade de transportadores
na membrana celular serd reduzida e a captacdo de glicose pelos tecidos ndo serd eficiente, o
que resultard em hiperglicemia e hiperinsulinemia compensatéria (BELPIEDE, 2015).

Estudos demostraram que a auséncia experimental da melatonina (decorrente da
pinealectomia) pdde induzir resisténcia a insulina e intolerdncia a glicose, devido tanto a
reducdo da responsividade & insulina (ANHE et al., 2004; LIMA et al., 1998) quanto &
reducdo na expressdo de SLC2A4 e conteudo proteico de GLUT4 (GOSH et al., 2007;
SERAPHIM et al., 1997; ZANQUETTA et al., 2003).

H& evidéncias de que a melatonina, per se, ao interagir com receptores MT1, seja
capaz de fosforilar em tirosina o receptor da insulina e desencadear subsequentes
fosforilacBes intracelulares associadas aos efeitos bioldgicos da insulina (ANHE et al., 2004;
PICINATO et al., 2008).

1.3 Tecido hepético, metabolismo energético e melatonina

O tecido hepatico exerce diversas funcdes metabolicas para garantir a homeostase
glicémica (ADEVA-ANDANY et al., 2016; MADRIGAL-MATUTE; CUERVO, 2016):
além de utilizar glicose, o figado é capaz de sintetiza-la e libera-la para a circulagdo sanguinea
(GUILLEMAIN et al., 2000). A glicose absorvida da alimentacdo acessa 0 hepatdcito por
meio do transportador GLUT2, codificado pelo gene Slc2a2, e pode seguir diferentes vias
metabolicas que se caracterizam por processos de sintese ou de degradacdo (oxidacdo). Dentre
esses processos pode-se destacar a glicolise que representa uma via de degradacdo de glicose
para producdo imediata de energia, a glicogénese (sintese de glicogénio) e lipogénese (sintese
de lipideos) como exemplos de vias de sintese e a glicogenolise (degradacdo de glicogénio)
que caracteriza outra importante via oxidativa (ADEVA-ANDANY et al., 2016; I'YNEDJIAN
etal., 1995; PERRY et al., 2014).

Uma vez que a insulina interage com seu receptor especifico na célula hepatica,
promove uma via de sinalizacdo intracelular semelhante a discutida anteriormente para
translocacdo de GLUT4: ativa-se IRS2 que induzira ativagdo de PDKL1 e fosforilagdo de
AKT2 que, por sua vez, promove a fosforilagdo da GSK3 (glycogen synthase kinase-3). A
GSK3 fosforilada e, portanto, inativa, permite que outras enzimas importantes para a via
sejam ativadas: a hexoquinase, por exemplo, incorpora grupo fosfato no carbono 6 das
moléculas de glicose que acessaram o citoplasma celular através do GLUT2; a
fosfoglicomutase troca o fosfato do carbono 6 para o carbono 1 e a glicogénio sintase que, por

fim, promove a unido das moléculas de glicose-1-fosfato para formacdo da molécula de
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glicogénio (Figura 4). Apesar de a insulina ser de extrema importancia para ativagdo de
enzimas responsaveis pela sintese de glicogénio, a presenca de glicose também é
imprescindivel para inibir a enzima glicogénio fosforilase, que participa do processo de
glicogendlise (Figura 5) (PERRY etal., 2014).

Figura 4- Glicogénese ativada em hepatécitos.
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A presenca da insulina na circulagdo sanguinea em periodo pés prandial promove maior atividade de proteinas e
enzimas responsaveis por vias de sintese. A imagem representa a via da glicogénese que também ocorre em
tecido muscular esquelético: Apés captacdo de glicose pelo GLUT2, a maquinaria intracelular/molecular
proporciona sintese de glicogénio como reserva energética, a partir da fosforilagdo da glicose em seu carbono 6
(por acédo da hexoquinase) seguida de modificacdo do grupo fosfato pela enzima fosfoglicomutase e, por ltimo,
unido das moléculas de glicose fosforiladas em glicogénio, pela acdo da glicogénio sintase (Elaborado pelo
préprio autor).

Outra via metabdlica capaz de ser ativada no figado relaciona-se a conversdo de
moléculas ndo glicidicas em glicose, a gliconeogénese (CHUNG et al., 2015; NELSON;
COX, 2014; TAPPY; JEQUIER; SCHNEITER, 2000) que envolve acio da enzima-chave
PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase), codificada pelo gene Pckl. A insulina € o
principal hormonio inibidor da gliconeogénese, pois modula a expressdo de Pckl: em uma
situacdo de resisténcia a insulina ou em situac6es de privacdo alimentar, a PEPCK torna-se

ativa e permite a producdo hepédtica de glicose a partir de substratos provenientes de
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moléculas lipidicas e proteicas, 0 que pode contribuir para hiperglicemia (MICHAEL et al.,
2000; NELSON; COX, 2014). Nessas condi¢des a atividade de AKT2 esta diminuida o que
facilita a translocacdo de FOXO1 (forkhead box protein O1) para o nucleo e aumento da
expressao de proteinas relacionadas a gliconeogénese, como a PEPCK, além da via de sintese
hepatica de glicose a partir de enzimas como a G6Pase (glucose-6-phosphatase) e a
glicogénio fosforilase que torna-se ativa na auséncia de glicose (Figura 5) (PERRY et al.,
2014).

Figura 5- Glicogendlise e gliconeogénese ativada em hepatécitos.
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Em situagdes de privacdo alimentar ou de resisténcia a acdo da insulina é possivel que vias catabdlicas sejam
ativadas no tecido hepatico: a glicogendlise, que é desencadeado, principalmente pela auséncia de insulina
(durante a privacgdo alimentar) ou, ainda, pela resisténcia a sua agdo, o que reduz a fosforilacdo de determinadas
proteinas e enzimas da via de sinalizacdo intracelular o que facilita a transloca¢do de FOXO1 para o nicleo, cujo
principal papel é ativar enzimas como PEPCK (responsavel pela gliconeogénese), além da glicogénio fosforilase
e G6Pase (responsaveis pela degradacao hepética de glicogénio) (Elaborado pelo proprio autor).

A capacidade hepatica em estocar carboidratos ap0s sua captacdo € limitada e,
guando excedida, a glicose adicional é convertida inicialmente a acidos graxos, 0s quais sao
esterificados e originam triacilglicerois e sdo secretados na forma de lipoproteinas de muito
baixa densidade (very low density lipoprotein- VLDL). Essa producéo se da pelo aumento do
influxo de piruvato no interior da mitocondria, onde serdo convertidos a acetil-CoA;

moléculas de acetil-CoA retornardo ao citoplasma na forma de citrato estimulado por fatores
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nutricionais e hormonais. A insulina, presente na circulagdo sanguinea em periodo pos-
prandial, interage com receptores especificos e promove uma cascata de sinalizagcdo
intracelular responsavel pela ativacdo de enzimas especificas que, por sua vez, recrutardo
fatores transcricionais reguladores de genes lipogénicos (DENTIN; GIRARD; POSTIC,
2005).

Dentre os principais fatores transcricionais envolvidos nesse processo pode-se destacar
o LXR (liver X receptors, codificado pelo gene NR1H3) que devera interagir com regides
promotoras de genes lipogénicos, tais como SREBPs (sterol regulatory element-binding
protein) que, por sua vez, ativara ACC (acetyl-CoA carboxylase, codificado pelo gene
ACACA) e FAS (fatty acid synthase, codificado pelo gene FASN) considerados enzimas-chave
para esse processo (CARVALHEIRA et al, 2002; WANG et al, 2015; DRAGOI et al, 2019) e
0 PPARG (peroxisome proliferator activated receptor gamma) que regula a expressdo de
genes associados ao metabolismo de lipidios e de lipoproteinas em diversos tecidos, tais como
no figado (GAO et al., 2013). A lipogénese é ativada e a formacéo de acidos graxos ocorre a
partir de moléculas de acetil-CoA (que pode ser proveniente do metabolismo de carboidratos
ou de outros substratos) no citosol dos hepatocitos, o0 que propicia e caracteriza o
desenvolvimento de um figado gorduroso (Figura 6) (DRAGOI, 2019; MCDEVITT et al.,
2001).

Ao considerar a homeostase glicémica, evidéncias cientificas apresentaram efeitos
positivos da administracdo de melatonina neste processo: além de ser importante no controle
da tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina e aumento de massa adiposa, parece modular a
gliconeogénese  hepética;  efeitos  estes  contrariamente  apresentados  ap0s
pinealectomia (DIAZ; BLAZQUEZ, 1986). Logo, a auséncia de melatonina em animais, se
correlaciona a caracteristicas diabetogénicas por meio da intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina (LIMA et al., 1998). Alteracdes metabolicas associadas a reducdo dos niveis
plasméticos de melatonina, como ocorrem no envelhecimento, trabalho noturno e exposicao a
luz durante a noite, podem ser melhoradas com sua reposicdo (AMARAL et al., 2019;
CIPOLLA-NETO et al., 2014).
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Figura 6- Lipogénese ativada em hepatdcitos.
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A insulina ou mesmo um estado de resisténcia a sua agdo e a presenca de inflamacao subclinica podem ativar a
expressdo de genes lipogénicos, tais como como PPARG, NR1H3, SREBP, ACACA e FASN. O aumento na
captacao de glicose pelo tecido hepatico facilita a formacdo do substrato acetil-CoA para a lipogénese e esses
dois eventos em conjunto proporcionardo a formacgdo de moléculas de triacilglicerdis e maior depdsito lipidico
nesse tecido (Elaborado pelo préprio autor).

1.3 Tecidos adiposos (branco e marrom), metabolismo energético e melatonina

Ha tempos o TAB foi conhecido com sua funcdo de armazenamento de energia, sob a
forma de moléculas de triacilglicerdis, entretanto, a partir de 1994, com a descoberta da
leptina, o tecido adiposo passou a ser visto como um importante 6rgao enddcrino (ZHANG et
al., 1994). Atualmente é considerado com significante funcdo na homeostase energética
(PARK, 2014). As células que compdem o TAB interagem entre si por meio da secrecdo de
adipocinas, as quais atuam de maneira autocrina, paracrina e enddécrina  (ARMSTRONG,
1989; LIMA, F. B.; CURI, 2012; ROSENWALD; WOLFRUM, 2014).

A descoberta da leptina como adipocina foi um importante marco para que o TAB
fosse considerado como um importante 6rgdo endécrino e com fundamental importancia na
homeostase energética. Fisiologicamente a leptina quando presente em maior quantidade na
circulacdo sanguinea sinaliza ao organismo maior volume de massa adiposa branca e induz

efeitos anorexigénicos em neurdnios hipotaldamicos. Além da leptina, a concentracéo de outras
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adipocinas pode estar elevada quando ha maior volume de massa adiposa branca, o que
aumenta o risco para desenvolvimento de diversas desordens metabdlicas (TRAN; KAHN,
2010). As evidéncias demonstram correlacdo positiva entre um maior volume de TAB e a
atividade de adipocinas pro-inflamatérias (HOTAMISLIGIL et al., 1995), em adicdo ao
aumento de MCP1 (monocyte chemoattractant protein 1) que promove diferenciacdo dos
mondcitos em macrofagos ativos (XU et al., 2015). Dentre essas adipocinas destaca-se
elevada expressao de TNFA (tumor necrosis factor alpha) (HOTAMISLIGIL; SHARGILL;
SPIEGELMAN, 1993), IL1B (interleukin lbeta) (KOIVISTO; PELKONEN; CANTELL,
1989; NELSON; WALSH; SHEEHAN, 1994) e IL6 (interleukin 6) (PICKUP et al., 1997;
YUDKIN et al., 1999).

Nesse sentido, uma condicdo inflamatoria cronica origindria do TAB e provocada
pela maior secrecdo de adipocinas pré-inflamatorias vem sendo associada a co-existéncia de
doencas, tais como o DM2, doenca metabdlica caracterizada pelo aumento de glicose
sanguinea induzido por anormalidade na secre¢do e/ou na agdo da insulina, bem como
reducdo na expressdo de Slc2a4 e conteudo de GLUT4) (BELPIEDE, 2015; CORREA-
GIANNELA; MACHADO, 2013). O DM2 parece ser precedido de resisténcia a insulina em
trés importantes territérios metabdlicos: figado e tecidos adiposos branco e marrom, que
podem ser afetados por diversos outros eventos a serem discutidos ao longo do trabalho.

O tecido adiposo marrom (TAM), apesar de ndo ter uma funcdo diretamente
relacionada com reservatorio de energia, possui importancia na manutencdo do gasto
energético, visto que sua principal caracteristica € a participacdo na regulacdo do dispéndio
energético, principalmente por meio do controle da temperatura corporal (MOSSENBOCK et
al., 2014), pela maior ou menor termogénese, a qual oxida um substrato e dissipa a energia
gerada sob a forma de calor (CANNON; NEDERGAARD, 2004; MOSSENBOCK et al.,
2014). A funcdo termogénica deste tecido decorre da presenca da proteina desacopladora 1
(uncounpling protein 1- UCP1), expressa na membrana interna das mitocondrias de seus
adipdcitos (BAE et al., 2014).

A presenca de TAM em humanos adultos ndo era tdo bem definida, mas nos ultimos
anos, vém sendo investigada e relacionada ao gasto energético, controle glicémico e
sensibilidade a insulina (MOSSENBOCK et al., 2014). Nos mamiferos, esse tecido é inervado
por fibras simpaticas e, a liberacdo de noradrenalina (NA), induz aumento da atividade
termogénica pela producdo de calor, além do aumento na capacidade termogénica pela
adipogénese marrom, biogénese mitocondrial e sintese de proteinas termogénicas, tais como a
UCP1 (BAE et al., 2014; CANNON; NEDERGAARD, 2004).



22

O TAM também pode ser influenciado pela inflamacgdo proveniente do TAB, o que
parece induzir menor expressao de RNA mensageiro (RNAm) para UCP1. Em consequéncia
desse evento ha reducdo na atividade mitocondrial local, o que dificulta o dispéndio de
energia (BAE et al., 2014). Além disso, existem evidéncias de que o consumo lipidico
elevado (gordura saturada) pode levar a resisténcia a insulina no TAM (YIFU QIU et al.,
2014).
