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Resumo

E sabido que a exposicdo de ratas gestantes a retardos no inicio da fase clara
diminui a secrecdao de melatonina, gerando intolerancia a glicose na prole. No rato
adulto, a melatonina exerce controle sobre aspectos circadianos do metabolismo.
Esse controle ocorre por modulagdo da producdo de insulina e supressdo da
gliconeogénese noturna. O presente trabalho busca analisar a importancia da
melatonina materna na programagéo metabdlica da prole.

Descobrimos que a prole originada de mées pinealeactomizadas (PINX-P1)
desenvolveu resisténcia hepatica a insulina com aumento de enzimas
gliconeogénicas. Ndo houve altera¢des na sinalizagdo da insulina na musculatura
esquelética. As ilhotas isoladas do grupo PINX-P1 apresentaram uma diminuicdo
na secrecdo de insulina frente ao estimulo com glicose. E importante ressaltar que
os achados metabdlicos ocorreram no final da fase clara, do ciclo claro/escuro,
indicando que o grupo PINX-P1 apresentava uma intolerancia a glicose tempo-
dependente. O perfil metabdlico da prole n&do sofreu alteragdo em maes
pinealectomizadas que receberam reposicdo de melatonina durante a gestacao e
lactacao

Assim, os presentes achados apoiam a hip6tese de que a melatonina
materna durante a gestagao € responsavel pela programagao metabdlica da prole.

Palavras-chave: pinealectomia, melatonina e metabolismo da prole.
Financiamento: FAPESP e CNPq



ABSTRACT

Phase shifts are known to decrease night time melatonin secretion and to elicit
glucose intolerance in the offspring when applied to gestating rats. In the adult rat,
melatonin plays an important role in the circadian control of metabolism by timing
insulin action and suppressing nocturnal gluconeogenesis. The present study
addresses, therefore, the importance of maternal melatonin for the programming of

the metabolic status of the offspring.

We found that rats born to and breast-fed by pinealectomized mothers
(PINX-P1) were glucose intolerant displaying hepatic insulin resistance and
increased gluconeogenesis. No parallel changes in insulin signal transmission
were detected in skeletal muscle. Pancreatic islets isolated from PINX-P1
presented impaired glucose-stimulated insulin secretion. Importantly, these
alterations were detected exclusively at the end of the light phase of the light/dark
cycle, indicating that PINX-P1 rats exhibit time-dependent glucose intolerance.
This altered pattern of daily energy metabolism was absent in the offspring of
pinealectomized mothers that received melatonin replacement during pregnancy

and lactation.

The present results support the novel concept that maternal melatonin is
responsible for the programming of the daily pattern of energy metabolism in the
offspring.

Key words: pinealectomy, melatonin and offspring metabolism.
Funding: FAPESP and CNPg.
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Lista de abreviaturas e siglas

DMT2: diabetes mellitus tipo 2

EDTA: &cido etilenodiamino tetra acético
GAPDH: gliceraldeido-3- fosfato desidrogenase
GLUTA4: transportador de glicose 4

GTT: teste de toleréncia a glicose

HIOMT: hidroxindol-oxi-metiltransferase

IRS1: substrato 1 para receptor de insulina

IRS2: substrato 2 para receptor de insulina

ITT: teste de tolerancia a insulina

MERK/ERK: cinases reguladas por sinais extracelulares
MT1: receptor 1 de membrana para melatonina
MT2: receptor 2 de membrana para melatonina
NAS: N- acetilserotonina

NAT: arilalquilamina N-acetiltransferase

PEPCK: enzima fosfenol piruvato carboxi quinase
PI3K: fosfatidolinusitol-3- quinase

PINX: ratas pinealectomizadas

PINX+MEL.: ratas pinealectomizadas com reposicao de melatonina
PTT: teste de tolerancia ao Piruvato

SDS: dodecil sulfato de sodio

SHAM: ratas submetidas a cirurgia “sham”

SNC: sistema nervosa central



Introducao
Ritmos circadianos

Os ritmos biologicos, ubiquos nos seres vivos, constituem uma forma
adaptativa ao meio ambiente fundamental nos mais diversos processos
comportamentais e fisiol6gicos, tais como: relagdes sociais, comportamento
alimentar, regulacdo de temperatura, sintese de hormdnios e até mesmo
expressao de receptores [22,19]. Os estudos relacionados a ritmos circadianos
podem ser considerados recentes; no entanto, ganharam vulto nas duas ultimas
décadas e, até hoje, vém sendo amplamente explorados, principalmente nos
processos envolvendo saude e doenca [1]. Os ritmos biolégicos podem ser
divididos em: (i) infradianos, que sdo os que possuem duragdo maior que 28
horas, (ii) ultradianos, com duracdo menor que 20 horas e (ii) circadianos, que
oscilam entre 24 e 25 horas [15].

Os ritmos circadianos podem ser modulados por varidveis como idade, sexo
e fatores genéticos. Sdo parametros de variacao circadiana classica o estado
sono-vigilia, a temperatura corporal e a sintese de horménios como cortisol e
melatonina [1]. A ruptura no ciclo claro-escuro e consequente diminuicdo na
producdo de melatonina tem demonstrado estar associada a diversas patologias,
como eventos cardiovasculares, reprodutivos e metabdlicos [28,27]. Buxton et al.
(2012) demonstraram que sujeitos jovens e saudaveis, quando privados de sono,
apresentam intolerancia a glicose concomitante a hipoinsulinemia. Neste mesmo
estudo, mostrou-se que, quando ha o reestabelecimento do sono, o0s niveis

plasmaticos de glicose e insulina retornam ao normal [10].
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Glandula Pineal

A glandula pineal de humanos esta localizada na regido do diencéfalo,
inferiormente ao esplénio do corpo caloso e separada pela caridéidea do terceiro
ventriculo e das veias cerebrais ali contidas. Sua base, direcionada anteriormente,
esta presa por um pedunculo, o qual se divide em |laminas superior e inferior,
separadas por um recesso pineal do terceiro ventriculo que contém as comissuras
posterior e hibenular, respectivamente [45].

A glandula possui um rico suprimento sanguineo. As artérias pineais sao
ramos das caroidea posteriores mediais que, em si, sdo ramos da artéria cerebral
posterior. O aspecto do 6rgao é vermelho acinzentado e sua dimensao chega a 8
mm de diametro [45].

Funcionalmente, a glandula pineal é considerada um 6rgao neuroenddcrino,
cuja secrecao € composta principalmente de N-acetil-5-metoxitriptamina
(melatonina) [38].

O primeiro passo para producdao de melatonina é a captacao, pela pineal,
do aminoacido triptofano, este € biotransformado em 5-hidroxitriptofano (5HTP)
pela acdo da enzima triptofano 5-hidroxilase, passo limitante para formacao da
serotonina. Subsequentemente, ocorre a sua descarboxilacdo por meio de
descarboxilase de aminoacido inespecifica, originando a 5-hidroxitriptamina
(serotonina). Em seguida, a serotonina é transformada em N-acetil-serotonina
(NAS) pela acdo da arilalquilamina n-acetiltransferase (NAT), enzima considerada

importante por ser regulada diariamente pela estimulacdo simpatica. Por fim, a
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NAS é transformada em melatonina pela acao da hidroxi-indol-O-metiltransferase
(HIOMT) [46,9,37].

Ha outros oOrgaos produtores de melatonina, como intestino, testiculo,
nucleo rafe, medula espinhal, dentre outros. Segundo Ozaki, (1976) a excrecéo
diaria de melatonina em um animal pinealectomizado é de 20% em relacdo a um
rato controle, perdendo sua modulagao ritmica frente ao periodo claro/escuro [35].

Em humanos, ha 2 tipos de receptores de melatonina: MT1 e MT2, que
apresentam uma semelhanga de 60% de forma global e de 73% no dominio
transmembranico. A acdo da melatonina também decorre de sua ligagdo a
receptores intracelulares (do tipo RXR) e de sua interagdo direta com outros
sinalizadores intracelulares, tais como espécies reativas de oxigénio [29].

Etapas para inicio da sintese de melatonina

Auséncia de Luz
1
( @ Cérebro posterior
I
I

1
Hipotalamo ,’ l
Triptofano

!

Medula Espinhal

Pinealocito *
5-hidroxitriptofano
VL GCs
5-hidroxitriptamina ATP : NA
¢ cAMP ‘
Sintese /
N-acetilserotonina Proteica C NA
e -

\ l C-quinas

Melatonina

Fig1. A noite, na auséncia de luz uma mensagem é enviada via retinoceptores ao nticleo

supraquiasmatico (NSQ) sincronizador temporal do meio interno com ambiente externo, o nucleo

paraventricular que se projeta na coluna intermédio lateral onde sairdo fibras pré-ganglionares
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simpaticas e projetam-se no ganglio cervical superior , de onde sairdo as fibras que se projetarao

até a glandula pineal e mediado pela noradrenalina iniciara a producao de melatonina.

Melatonina e sono

Dentre os diversos parametros fisiologicos ritmicos que podem ser
modulados pela melatonina, o estado sono-vigilia € aquele que é mais
amplamente estudado. O sono pode ser definido como um estado complexo
reversivel, caracterizado por um periodo de repouso com consequente diminuicao
a respostas a estimulos externos [20].

O sono é fundamental para o funcionamento cerebral, sendo afetado em
diversas patologias que acometem o sistema nervoso central. A fadiga diurna é
frequentemente percebida em pessoas com problemas neurolbgicos, repercutindo,
assim, nos diversos sistemas biol6gicos do individuo [2,13,26]. Na sociedade
moderna, ha uma tendéncia de reducao do periodo de sono com consequente
aumento da sonoléncia diurna.

O sistema nervoso central (SNC) tem funcdo marca-passo nas alteragdes
circadianas do organismo, sendo que a melatonina funciona como um
sincronizador desse sistema. A porgdo parvicelular do nucleo paraventricular
projeta-se direta ou indiretamente para a coluna intermédio lateral da medula
espinal toracica, onde estédo localizados os neurdnios pré-ganglionares simpaticos.
Estes realizam projec6es para a por¢cao anterior do ganglio cervical superior, cujos
neurdnios originam 0s nervos carotideos internos e 0s nervos conarios que sao

responsaveis pela inervagdo simpatica da glandula pineal [45].
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O aumento do ténus adrenérgico para a pineal resulta em ativagao da NAT
via receptores adrenérgicos 1 e al localizados na membrana do pinealdcito [12].

O aumento da melatonina no periodo noturno implica a diminuicdo da
temperatura para o inicio do sono. O nadir da melatonina coincide com a produg¢ao
maxima do cortisol, hormonio responsavel por contrarregular a agdo da insulina

[5].

Melatonina e metabolismo

Os receptores de melatonina possuem grande distribuicdo pelo corpo e
estdo presentes em varios 6rgdaos metabolicamente ativos, como figado e
pancreas. Experimentos com animais pinealectomizados demonstraram um papel
importante deste horménio na manutencdo da massa corporal e acado na
sinalizagao periférica de insulina [38,23].

Um dos primeiros trabalhos relacionando adipé6cito e melatonina foi
publicado em 1994 e constatou que a incubacdo do adip6cito com melatonina
aumenta a captacao de glicose estimulada por insulina [24]. Posteriormente a esta
constatacdo, 0 mesmo grupo realizou experimentos com animais
pinealectomizados, constatando que a ablacdo da pineal gera, no animal, uma
intolerancia a glicose, inicialmente associada a diminuicdo na concentracdo do
transportador de glicose GLUT4 no tecido adiposo [25].

Subsequente a constatacdo que a pinealectomia gera diminuicao de

GLUT4, foi observado que os animais pinealectomizados apresentam resisténcia a

insulina frente ao teste de tolerancia a insulina (ITT). Vale ressaltar que a
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diminuigdo na captacgéo de glicose pelo adipdcito isolado apresentou modulagdes
frente aos diversos momentos do ciclo claro/escuro e que a reposicdo de
melatonina nesses animais reverteu tanto a resisténcia a insulina quanto a

reducao de expressao de GLUT4 no tecido adiposo [55,3].

Sinalizag&o intracelular da insulina

A promocao dos efeitos biolégicos pela insulina é disparada pela sua
ligacdo a porcao extracelular de seu receptor transmembranico. Essa ligacado
promove alteracdes estruturais na porcao intracelular do receptor que, a partir
desse momento, passa a exercer sua atividade enzimatica. Além de catalisar a
fosforilacdo de residuos de tirosina de sua prépria cadeia proteica intracelular, o
receptor de insulina (IR) também catalisa a fosforilacao de residuos de tirosina de
uma série de substratos proteicos intracelulares (IRS). Cada uma dessas distintas
proteinas recrutadas por intermédio de fosforilacdo tem a capacidade de se
associar a um grupo distinto de outras proteinas intracelulares que contém o
dominio Src homology 2 (SH2). A interagéo fisica entre essas proteinas e os
substratos dos receptores do receptor de insulina se da pela associagdo entre o
dominio SH2 e residuos de aminoacidos vicinais ao tirosil fosforilado [44].

Dos substratos proteicos que sao fosforilados pelo IR, os insulin receptor
substrate 1 e 2 (IRS1 e IRS2) sdo aqueles cuja importancia nos efeitos
metabdlicos da insulina ja foi convincentemente demonstrada experimentalmente
[21]. Em conjunto com o IRS1 e o IRS2, o parceiro predominantemente ancorado
pelas tirosinas fosforiladas € a subunidade reguladora de 85 kDa (p85) da enzima

phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K). A subunidade catalitica desta enzima contém
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110 kDA (p110) e encontra-se constitutivamente associada e inibida pela p85 no
citoplasma. Quando uma molécula de IRS fosforilada em tirosina encontra um
heterodimero p85-p110 no citoplasma, ocorre uma rapida associagdo entre o
substrato fosforilado em tirosina e a p85, liberando a p110, que passa a exibir a
sua atividade enzimatica. A p110 da PI3K catalisa a fosforilagdo do
fosfatidilinositol (4,5) bifosfato na posi¢cdo 3’, gerando, assim, fosfatidilinositol
(3,4,5) trifosfato. Estudos in vitro e in vivo, com inibidores farmacolégicos da PI3K,
demonstraram que a atividade desta enzima é indispensavel para a captagcéao de
glicose estimulada pela insulina. A via de sinalizacao ativada pela PI3K resulta em
aumento da captacédo de glicose em tecidos que expressam o transportador de
glicose GLUT4. Esta proteina, expressa preferencialmente no tecido adiposo e na
musculatura esquelética, localiza-se na membrana de vesiculas intracelulares.
Quando h& exposicdo da célula a insulina, com ativagdo da PI3K, ocorre a
translocacdo para a membrana celular, fundindose a esta, o que provoca o
aumento da quantidade de transportador e, consequentemente, do influxo de
glicose para a célula [48].

Apesar de ndo se conhecerem, com exata precisdo, todos os eventos
intracelulares desencadeados pela PI3K, a maioria dos estudos envolvendo a
sinalizacdo da insulina demonstra que, para que a geracao de fosfatidilinositol 3
fosfato resulte em translocacao das vesiculas de GLUT4 para a membrana celular,

é necessaria a fosforilagdo/ativagdo da enzima AKT [48].
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Programacéo fetal da resisténcia a insulina

A prevaléncia de obesidade associada a resisténcia a insulina vem
crescendo acentuadamente em paises industrializados [16,31], em paralelo ao
crescente consumo de dietas ricas em proteinas e gorduras e pobres em
carboidratos [17]. Em mulheres, a prevaléncia da obesidade na idade reprodutiva
também vem aumentando, sendo provavel que este evento acompanhe o
consumo excessivo de gorduras durante a gestacao e/ou lactacdo. Esses dados
epidemioldgicos apontam também que o aumento da incidéncia do DMT2 ocorre
em paralelo a exposicao a diversas outras situacdes ambientais que vao além de
alteracao da natureza da dieta, tais como a crescente exposicdo a poluicao
luminosa e mudancgas no horario de alimentagao [36,30,18].

Um estudo realizado em usudrias do Sistema Unico de Saltde demonstrou
que, no Brasil, cerca de 30% das gestacdes cursam com obesidade no ultimo
trimestre [57]. Essa situacado é preocupante para obstetras e pediatras, uma vez
que tal condicdo aumenta os riscos de macrossomia no nascituro, bem como a
possibilidade de complicagdes infecciosas no puerpério [30].

Estudos com animais experimentais mostram que a alta ingestdo de
gorduras durante a gestagédo e lactagdo tem consequéncias marcantes na prole
quando adulta. Em especial, foi constatado que as proles oriundas de maes que
consumiram dieta hiperlipidica durante a gestacdo e/ou lactacdo apresentaram
resisténcia a insulina e intolerancia a glicose logo apés o desmame [56].

Esses estudos consolidaram a hipotese de que a programacao fetal é

relevante para a etiologia do DMT2 e da resisténcia a insulina. Os mecanismos
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pelos quais essas alteragbes se estabelecem s&do certamente modulagdes
epigenéticas que envolvem a expressao de microRNAs, metilacdo de DNA e
modificacdes covalentes de histonas. Neste contexto, o DMT2 acompanhado de
resisténcia a insulina tem sido apontado como uma patologia com alto grau de
determinante epigenético [41].

Além da natureza da dieta, ja esta estabelecido que a subnutricdo materna
durante a gestacdo gera uma prole de fémeas adultas que se caracterizam por
hiperfagia, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e maior adiposidade [18].
Essas adaptagbes transmitem-se tanto pela linhagem paterna quanto pela
linhagem materna, inclusive para a prole gerada a partir da geragdo numero 1 das
maes subnutridas [56]. Aléem de alteragdes qualitativas e quantitativas na dieta,
modificacdes na ritmicidade das fases clara e escura, durante a gestacéo de ratas,
resultam também no surgimento de uma prole com resisténcia a insulina. Mais
especificamente, foi demonstrado que retardos de 12h na fase clara do ciclo
claro/escuro, de trés em trés dias, durante toda a gestacdo, fazem com que a
prole, constituida de machos na 122 semana de vida, apresente resisténcia a
insulina frente ao teste de sensibilidade a insulina (ITT), com niveis glicémicos
normais no teste de tolerancia a glicose [53]. O retardamento no ciclo claro/escuro
materno, durante o periodo gestacional, provavelmente causa um remodelamento
na sintese de melatonina materna, repercutindo na sincronizagao do feto [53].

Os dados supracitados demonstram que alteracbes em ritmos circadianos
podem repercutir no metabolismo do individuo adulto, bem como intercorréncias

no transcorrer gestacional podem repercutir na prole adulta, corroborando para a
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propositura de que o disturbio circadiano materno pode alterar o metabolismo da

prole.

Objetivos gerais
Investigar se a auséncia de melatonina durante a gestacado e lactacao

predispoe a prole a desenvolver resisténcia a insulina e intolerancia a glicose.

Objetivos especificos

1. Estudar a sensibilidade a insulina pelo ITT (insulin tolerance test) na prole
oriunda de trés grupos distintos, a saber: maes submetidas a uma cirurgia
CTL (SHAM), mées pinealectomizadas (PINX), mé&es pinealectomizadas
que receberam reposicdo de melatonina durante a gestacao e a lactacéo

(PINX+mel).

2. Estudar a tolerancia a glicose pelo GTT (glucose tolerance test) na prole

oriunda de maes SHAM, PINX e PINX+mel.

3. Estudar a sinalizagdo da insulina (fosforilagdo da AKT, IR e IRS1/2) em
tecido muscular e hepatico na prole oriunda de maes SHAM, PINX,

PINX+mel.

Metodologia
Animais
Ratas fémeas da linhagem Wistar foram mantidas em caixas coletivas (4

animais/gaiola) sob condicbes de temperatura controlada (25°C), ciclo
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claro/escuro de 12/12h (periodo claro iniciado as 7h) e alimentagcdo com racéo

balanceada (Nuvital®) e agua ad libitum.

Pinealectomia

Ao atingirem seis semanas, os animais foram anestesiados com ketamina
(0,4g/kg) e xilazina (0,02g/kg), o escalpo foi aberto sagitalmente e, apds
divulcionamento da musculatura e fascias que cobrem o cranio na regido da
juncdo sutural lambda, foi feita uma abertura circular usando-se uma broca
circular. A peca éssea foi retirada expondo-se a confluéncia venosa posterior.
Com uma pinga cirurgica, a glandula pineal, localizada imediatamente abaixo da
superficie foi retirada. Apds breve hemostasia, o retalho 6sseo foi recolocado e o
escalpo suturado. Um grupo de ratas foi submetido a anestesia e cirurgia similar

sem remogao da Pineal (SHAM).

Reposicao de Melatonina

Apés a ablagdo da pineal ou da cirurgia SHAM, os grupos experimentais
foram distribuidos da seguinte forma: (1) controle (SHAM); (2) pinealectomizado
(PINX); (3) pinealectomizados com suplementacao de melatonina (PINX+MEL).

A suplementagdo de melatonina nos animais PINX+MEL foi feita por via
oral, tendo os animais recebido 1mg/kg de melatonina dissolvida em 0,0001% de
etanol na 4gua de beber. A reposicao iniciava 60 minutos antes do inicio da fase
escura e durava até 60 minutos apos o inicio da fase clara. Os demais grupos

receberam agua com 0,0001% de etanol.

21



Apdbs cinco semanas de suplementagdo, os animais foram colocados em
contato com um macho, sendo a suplementacdo de melatonina mantida. Ao
constatar a presencga de espermatozoide no lavado vaginal (indicativo de primeiro
dia de gravidez), as ratas eram separadas do macho e marcava-se o primeiro dia
da gestacao.

O grupo PINX+MEL continuou recebendo a reposicdo de melatonina
durante a gestacao e lactacdo. Dois dias apds o parto, os neonatos foram pesados

e ajustados para, no maximo, 8 por mae.

Analise metabdlica na prole
A prole foi mantida em caixas coletivas (com 4 animais/gaiola) sob
condicbes de temperatura controlada de 25°C, ciclo claro/escuro de 12/12h
(periodo claro iniciado as 7 h) e alimentagcdo com racao balanceada (Nuvital®) e
agua ad libitum. O Teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado nos animais
na 82 e 182 semanas de vida, o PTT na 162 semana e o ITT na 182
Nesses testes, a glicemia foi mensurada usando um glicosimetro
(Accu-Check Active — Roche, Brasil), que determina os valores de glicose em
sangue total a partir do método enzimatico da glicose oxidase. Antes desses
ensaios, 0s animais foram colocados em jejum por nove horas. Apos o jejum, eles

foram anestesiados com Tiopental sédico (0,5mg/kg).

Para o GTT (Teste de tolerancia a glicose), os animais receberam 2g/kg de

glicose intraperitoneal (20% m/v, dissolvidos em uma solugdo de NaCl 0,9%) e a
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glicemia foi medida 0, 10, 15, 30, 60 e 120 minutos apds a injecao. A area sob a

curva (glicemia vs. tempo) foi calculada como pardmetro de toleréncia a glicose.

No PTT (Teste de tolerancia ao Piruvato), os animais receberam 2g/kg de
piruvato de sédio intraperitoneal (20% m/v dissolvidos em agua de injecdo) e a
glicemia foi medida 0, 15, 30, 60, 90, 120 e 150 minutos ap6s a injecdo. A area
sob a curva (glicemia vs. tempo) foi calculada como parametro de quantidade total

de glicose produzida a partir do piruvato.

No ITT (teste de tolerdncia a insulina), os animais receberam 2UI/kg de
insulina intraperitoneal (2 Ul/ml diluidos em uma solucéo de albumina a 0,1% m/v)
e a glicemia foi medida 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 minutos apds a injegdo. O Kyt foi

calculado como parametro de sensibilidade a insulina.

Os testes foram realizados ou no ZT3 (Zeitgeber Time) ou no ZT10. ZT é

Demonstracao do fotoperiodo claro-escuro em relacao a escala ZT
exemplo, o ciclo claro-escuro ambiental. No caso desses testes, os valores da
escala ZT de 0-12 representam o periodo claro do ciclo claro/escuro e os valores
da escala ZT que vao de 12 a 24 representam o periodo escuro do ciclo, como

demonstrado na fig.1.

PERIODO CLARO PERIODO ESCURO
ZT0(6h) 2T3(9h) ZT6(12) ZT1E)(16h) ZT12(18h)  ZT18(0h) ZT24(6h)

Fig.2: As setas demonstram os horarios nos quais os testes foram realizados, ambos no

fotoperiodo claro.
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Isolamento de ilhotas Pancreaticas

A prole de ratos machos, oriunda de maes SHAM, PINX e PINX+MEL, foi
mantida em caixas coletivas (com 4 animais/gaiola) sob condi¢cdes de temperatura
controlada de 25°C e ciclo de 12/12h (periodo claro iniciado as 7h), recebeu racao
balanceada (Nuvital®) e agua ad libitum. Foi realizado GTT na 82 semana de vida
e um PTT na 162 semana de vida (metodologia anteriormente descrita).

Apés as analises metabdlicas na 182 semana de vida, os animais foram
sacrificados por decapitacado. Apds incisdo abdominal e oclusdo da extremidade
do ducto biliar comum, foi inserida uma céanula de polietileno através de uma
pequena incisdo na parte proximal (hepatica) deste ducto. Por esta cénula, foi
injetada solucédo de Hanks adicionada de 0,9mg/ml de colagenase para todos os
grupos. O pancreas foi excisado e dissecado de gorduras, da maioria do tecido
vascular e ganglios linfaticos. O pancreas foi reduzido a fragmentos pequenos,
que foram transferidos para tubo de ensaio contendo Hanks e colagenase.

Em seguida, os fragmentos foram incubados em banho-maria a 37°C
durante 23 minutos. ApGs o periodo de incubacao, o tubo foi manualmente agitado
até a obtencdo de mistura homogénea, devido a acdo da colagenase sobre o
tecido acinoso. O conteudo foi transferido para um béquer e o material lavado com
solucdo de Hanks 4 vezes para que fosse feita a remogdo da colagenase, das
enzimas digestivas liberadas durante a incubagdo e também dos fragmentos

celulares.
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As ilhotas, completamente separadas do tecido acinoso, foram coletadas
uma a uma, sob lupa, por aspiracdo com auxilio de uma pipeta Pasteur,

previamente estirada e siliconizada.

Secrecdo Cumulativa de Insulina

As ilhotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24
reservatérios contendo 0,5ml de solucéo de Krebs, suplementada com 0,5% de
albumina bovina (m/v) e 5,6mM de glicose (pH=7,4). Em cada reservatorio, havia
5 ilhotas que foram acondicionadas em estufa a 37°C e mantidas em ambiente
controlado (umidificado e gazeado com carbogénio). As ilhotas permaneceram,
entdo, pré-incubadas por 45 minutos com essa solucdo. Ao final do periodo, a
solucao foi rapidamente removida e substituida por nova solucdo de incubacéo,
contendo agora 5.6, 8.3, 11.1 ou 16.7 mM de glicose. Apds 1 hora de incubagao,
as placas foram resfriadas a 4°C, o sobrenadante foi removido e quantificado por

radioimunoensaio, usando padrao de insulina de rato.

Analise da via de sinalizacdo da insulina

A prole foi mantida em caixas coletivas (com 4 animais/gaiola) sob
condigbes de temperatura controlada de 25°C e ciclo de 12/12h (periodo claro
iniciado as 7h), recebeu racdo balanceada (Nuvital®) e agua ad libitum. Foi
realizado GTT na 8% semana de vida e um PTT na 162 semana de vida

(metodologia anteriormente descrita).
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Os animais foram colocados em jejum por 12 horas. Anestesiados com
tiopental sodico (50mg/kg), foi realizado um corte sagital na cavidade abdominal,
expondo toda regido visceral, um fragmento do figado e um coxim gorduroso do
tecido adiposo periepididimal ou periuterino foram removidos e mantidos em gelo
seco. Também foi removido um musculo solear inteiro de uma das patas. Em
seguida, uma injecdo endovenosa de insulina (2 Ul por animal) foi aplicada na
veia cava. Um fragmento adicional do figado e tecido solear restantes foram
removidos 30 e 60 segundos apds a injecdo, respectivamente. Os tecidos
retirados dos animais foram homogeneizados com um Polytron (Kinematica,
Suica) em tampao de extracdo (SDS 1%, Tris (pH 7,4) 100mM, pirofosfato de
sodio 100mM, fluoreto de sédio 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de sdédio
100mM) e incubadas a 96°C por 10 minutos. Apds centrifugacdo, parte do
sobrenadante das amostras foi utilizada para determinacdo do conteudo proteico
por espectrofotometria com reagente Bradford (Biorad, CA, USA) e o restante
acrescido de tampao Laemmli 5X e incubado a 96°C por 10 minutos. A mesma
quantidade de proteinas totais de cada amostra tratada com Laemmli foi
fracionada em SDS-PAGE (2,6%C e 8-12%T) em aparelho para minigel (Mini-
Protean, Bio-Rad). Apds separacao eletroforética, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, CA, USA). Estas foram
bloqueadas com uma solucao contendo leite desnatado 5%, Tris-Base, NaCl e
Tween-20 por 2 horas a temperatura ambiente. Apés o bloqueio, as membranas
foram incubadas com anticorpos especificos contra fosfo-AKT 1/2/3 (Ser 473),
AKT1/2/3, IRS1, IRS2 e IRB, PEPCK e GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,

Santa Cruz, CA) por 4 horas a temperatura ambiente. Apds marcagdo com
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anticorpo primario, as membranas foram incubadas com anticorpo secundério
conjugado a peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente (GE Healthcare, USA).
Antes da deteccao, foram incubadas durante 1 minuto com uma solucéo contendo
luminol, acido p-cumarico e HxO, e, entdo, expostas durante tempos variados a
filmes de raio-X. Depois de revelados, esses filmes foram submetidos a analise de

densitometria Optica pelo software Scion Image (Scioncorp, NIH, USA).

Analise estatistica

Os resultados estao expressos como média * erro padrao da media (EPM)
e analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA de uma via com
poés-teste de Tukey, ou duas vias com pés-teste de Student, quando apropriado).
Também foi realizado, quando adequado, o teste de Student. Em todos os

resultados, foram adotados 5% como limite de significancia estatistica (p < 0,05).

Resultados

Os resultados, aqui apresentados, sdo constituidos de testes metabdlicos,
sinalizagao hepéatica, bem como secre¢ao de insulina pelas ilhotas pancreaticas na
prole de animais, cujas maes sofreram cirurgia de pinealectomia (PINX-P1),
cirurgia de pinealectomia com reposicao de melatonina durante a gestacao e a
lactacdo (PM-P1) e cirurgia SHAM (SHAM-P1).

A massa dos animais foi mensurada no decorrer da vida, a partir do
desmame até a 182 semana de vida. Nao houve diferenga significativa no ganho

de massa entre os grupos de machos (fig. 3A) e fémeas (fig. 3B). A glicemia basal,
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coletada na 42, 82 e 182 semanas de vida no ZT 10, também n&o apresentou
diferenga significativa entre grupos de ambos os géneros (fig. 3C e 3D).

Na 82 semana de vida, no ZT10, os valores glicémicos e a AUC obtida apds
o GTT na prole constituida de ratos machos néo apresentaram diferenca
estatistica em nenhum ponto do teste (fig. 4A e 4B). J4 na 182 semana de vida, no
ZT10, a glicemia da prole de ratos machos apresentou diferenca estatistica em
dois pontos da curva glicémica: no intervalo de 30 minutos apds o estimulo (em
que o grupo PINX-P1 apresentou um aumento de 20,58% em relacdo ao grupo
SHAM-P1 e um aumento de 17,14% em relacdo ao grupo PM-P1) e no intervalo
de 60 minutos apds estimulo (em que o grupo PINX-P1 apresentou um aumento
de 21,53% em relagéo ao grupo SHAM-P1 e um aumento de 8,40% em relagdo ao
grupo PM-P1) (fig. 3C). Com relacdo a area sob a curva, os valores da prole de
ratos machos PINX-P1 apresentou um aumento de 78,66% em relacdo ao grupo
SHAM-P1 e um aumento de 42,66% em relacdo ao grupo PM-P1 (fig. 4D).

Na 182 semana de vida, no ZT3, os valores glicémicos e a AUC obtida apds
o GTT na prole constituida de ratas fémeas néo apresentou diferenca estatistica
em nenhum ponto do teste (fig. 5C e 5D). Quando realizado, ainda na 182 semana
de vida, no ZT10, a glicemia da prole constituida de fémeas apresentou diferenca
estatistica em dois pontos na curva glicémica: no intervalo 60 minutos apds o
estimulo (em que o grupo PINX-P1 apresentou um aumento de 33,40% em
relacdo ao grupo SHAM-P1 e um aumento de 21,69% em relacdo ao grupo PM-
P1) e no intervalo 120 minutos apds o estimulo (em que o grupo PINX-P1
apresentou um aumento de 32,8% em relacdo ao grupo SHAM e um aumento de

18,81% em relagcédo ao grupo PM-P1) (fig. 5A). Com relagao a area sob a curva, o
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grupo PINX-P1 apresentou uma elevagao de 49,26% em relagdo ao grupo SHAM-
P1 e uma elevacéo de 55,53% em relagéo ao grupo PM-P1 (fig. 5B).

N&o houve diferengas significativas no Krr calculado a partir do teste de
sensibilidade a insulina (ITT), realizado no ZT10, na 182 semana de vida, tanto nos
machos (fig. 6A, 6B) quanto nas fémeas (fig. 6C, 6D).

A produgéao de glicose a partir do piruvato foi mensurada na 182 semana de
vida em ambos os grupos e em momentos diferentes do ciclo claro/escuro. Na
prole constituida de machos, as diferencas pontuais na producao hepatica a partir
do piruvato ocorreram no intervalo 90 minutos ap6s estimulo no ZT10 (em que o
grupo PINX-P1 apresentou um aumento de 22,46% em relacao ao grupo SHAM-
P1 e um aumento de 13,93% em relagdo ao grupo PM-P1) e no intervalo 120
minutos apds estimulo (com um aumento de 22,13% do grupo PINX-P1 em
relacdo ao grupo SHAM-P1 e um aumento de 10,52% em relacdo ao grupo PM-
P1) (fig. 6A). Com relagdo a area sob a curva, o grupo PINX-P1 apresentou uma
elevagao de 75,22% em relacdo ao grupo SHAM-P1 e uma elevacao de 46,49%
em relacao ao grupo PM-P1(fig. 7B).

A produgéo de glicose a partir do piruvato na prole constituida de fémeas na
182 semana de vida apresentou diferengas pontuais no tempo 60 minutos apéds
estimulo no ZT10, em que os animais PINX-P1 apresentaram um aumento de
27,08% em relagao ao grupo SHAM-P1 e um aumento de 32,02% em relagéo ao
grupo PM-P1(fig. 7C). Com relagcdo a area sob a curva, o grupo PINX-P1
apresentou aumento de 145% em relagdo ao grupo SHAM-P1 e 135% em relacao

ao grupo PM-P1 (fig. 7D). Quando o teste foi realizado na prole de machos com o
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mesmo tempo de vida no ZT3, nao houve diferenga estatistica na producao
hepatica de glicose a partir do piruvato entre os grupos (fig. 7E, 7F).

A secregdo cumulativa estatica de insulina foi mensurada na prole
constituida de machos na 182 semana de vida e no ZT10, apresentando diferenca
estatistica quando estimulada com 11,1 e 16,7 mM de glicose. A secrecao de
insulina do grupo PINX-P1 apresentou uma diminui¢cdo de 68,77% em relagdo ao
grupo SHAM-P1 e uma diminuicdo de 66,34% em relacdo ao grupo PM-P1 em
ambos os estimulos (fig. 8).

Com relacao a sinalizagdo hepatica na prole constituida de machos, esta
foi realizada no ZT10 com os animais na 18% semana de vida, sendo observado
que a fosforilacdo em serina da AKT do grupo PINX-P1 apresentou uma
diminuicdo de 28,83% em relagdo ao grupo SHAM-P1 e 29,09% em relacédo ao
grupo PM-P1 (fig. 9A, 9B). A quantidade total de AKT presente no tecido hepético
ndo variou entre os grupos (fig. 9C, 9D). Concomitante a diminuicdo da AKT no
grupo PINX-P1, a enzima gliconeogénica PEPCK apresentou um aumento de
199,46% em relacdo ao grupo SHAM-P1 e um aumento de 33,20% em relagédo ao
grupo PM-P1. O grupo PM-P1 apresentou um aumento de 124,81% em relacao ao
grupo SHAM-P1, havendo, portanto, uma reversao parcial nos niveis das enzimas
gliconeogénica (fig. 9C, 9E).

Quanto ao tecido hepatico das fémeas, ainda na 182 semana de vida e
ZT10, o grupo PINX-P1 apresentou um decréscimo de 41,39% na fosforilacdo em
serina da AKT em relagao ao grupo SHAM-P1 e 29,37% em relacédo ao grupo PM-
P1(fig. 10 A, B). A quantidade total da proteina AKT nao apresentou variagao entre

os grupos (fig. 10C, 10D). A PEPCK, nas fémeas do grupo PM-P1, apresentou um
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aumento de 41,68% em relagdo ao grupo SHAM-P1 e um aumento de 58,13% em
relagéo ao grupo PM-P1 (fig. 10C, 10E).

A sinalizagédo da insulina em musculo esquelético, em ambos os grupos, na
182 semana de vida e no ZT10, ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos, nas duas subunidades da proteina p-Tyr pp180/pp95 (fig. 11A, 11B e

11C), bem como na fosforilagado da proteina AKT em serina (fig. 11D, 11E).
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Fig. 3: Peso e glicemia basal de ratos machos e fémeas SHAM-P1, PINX-P1 e PM-P1. Macho (A)
e Fémea (B), SHAM-P1, PINX-P1 e PM-P1. Os ratos foram pesados no segundo dia de vida e no
final das 32, 42, 52, 62, 72, 82, 92, 102, 162 e 182 semanas de vida. Glicemia do macho (C) e Fémea
(D), SHAM-P1, PINX-P1e PM-P1, no final das 42, 82 e 182 semanas de vida, no ZT 10. Os dados
apresentados sdo média £ EPM. *<0,05 vs semana 0 dentro do mesmo grupo
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Fig.4: Tolerancia a glicose em ratos machos dos grupos SHAM-P1, PINX-P1 e PM-P1, em
diferentes momentos do ciclo claro/escuro. A glicemia de jejum foi medida e, logo apéds, os animais
receberam uma injecéo i.p. de glicose (2g/kg). A glicemia foi medida nos tempos 10, 15, 30, 60 e
120 minutos apés a inje¢ao. Os valores da glicemia foram plotados em relagdo ao tempo apés a
injecéo e a area sob a curva foi calculada. Os testes foram realizados na prole de machos no final
das 82 (A e B) e 182 (C e D) semanas de vida no ZT10. Os dados sdo apresentados como média +
EPM. * P<0.05 vs. SHAM-P1 ao mesmo tempo apés inje¢éo de glicose; # P<0.05 vs. SHAM-P1.
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Fig.5: Tolerancia a glicose em ratas dos grupos SHAM-P1, PINX-P1 e PM-P1, em diferentes
momentos do ciclo claro/escuro. A glicemia de jejum foi medida e, logo apds, os animais
receberam uma injecéo i.p. de glicose (2g/kg). A glicemia foi medida nos tempos 10, 15, 30, 60 e
120 minutos apds injecdo. Os valores da glicemia foram plotados em relagcdo ao tempo apés a
injecdo e a area sob a curva foi calculada. Os testes foram realizados na prole composta de
fémeas no final da 182 semana de vida no ZT 10 (A e B) e na prole composta de fémeas na 182
semana de vida, no ZT 3 (C e D). Os dados sédo apresentados como média £ EPM. * P<0.05 vs.
SHAM-P1 ao mesmo tempo apds inje¢ao de glicose; # P<0.05 vs. SHAM-P1.
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Fig.6: Sensibilidade a insulina em ratos machos e fémeas SHAM-P1, PINX-P1 e PM-P1. A
glicemia de jejum foi medida e, logo apds, os animais receberam uma injecdo i.p. de insulina
(2UI/kg). A glicemia foi medida nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos apds a injegdo. Os
valores da glicemia foram plotados em relagao ao tempo apés a inje¢éo e o Krr foi calculado. Os
testes foram realizados na prole de machos (A e B) e fémeas (C e D) na 182 semana de vida,
ZT10. Os dados sao apresentados como média £ EPM.
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Fig.7: Producéo de glicose a partir do piruvato de s6dio em machos e fémeas SHAM-P1, PINX-P1
e PM-P1 em diferentes momentos do ciclo claro/escuro. A glicemia de jejum foi medida e, logo
apds, os animais receberam uma injecao i.p. de piruvato de sédio (2g/kg). A glicemia foi medida
nos tempos 15, 30, 60, 90, 120 e 150 minutos apds inje¢do. Os valores da glicemia foram plotados
em relagdo ao tempo apos a inje¢ao e a area sob a curva foi calculada. Os testes foram realizados
na prole de machos (A e B) e fémeas (C e D) na 182 semana de vida, no ZT 10. O mesmo teste foi
realizado na prole de machos, 182 semana de vida, no ZT 3 (E e F). Os dados séo apresentados
como média + EPM. * P<0.05 vs. SHAM-P1 ao mesmo tempo apds injecéo de glicose; # P<0.05
vs. SHAM-P1.
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Fig. 8: Secregdo de insulina pelas ilhotas pancreéaticas em ratos machos SHAM-P1, PINX-P1 e
PM-P1. A prole foi decapitada no ZT 10 e o pancreas foi infundido com colagenase para
isolamento das ilhotas. Apds isolamento, um grupo de 5 ilhotas foi incubado por 45min a 37°C em
uma solugdo tampao Krebs-bicarbonato, contendo 5,6 mM de glicose, equilibrada com 95% de O,
5% de CO,, pH 7,4. A solugéo foi substituida por um tampé&o Krebs-bicarbonato novo e as ilhotas
foram incubadas por 1 hora com meio contendo 5,6, 8,3, 11,1 ou 16,7 mM de glicose. A insulina foi
quantificada por radioimunoensaio do sobrenadante. Os dados representam a secrecao de insulina
cumulativa ao longo de 1 hora e sdo dados com média £ EMP. *P<0.05 vs. SHAM-P1 com 5,6 mM
de glicose; #P<0.05 vs. PINX+MEL-P1com 5,6 mM de glicose.
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Fig.9: Sinalizagdo da insulina nos figados de ratos machos SHAM-P1, PINX-P1 e PM-P1. A prole
de machos na 182 semana de vida foi anestesiada no ZT10, um fragmento do figado foi retirado
para detecgdo da fosforilagdo basal, um fragmento adicional do figado foi retirado 30 segundos
apos injecao endovenosa de insulina. As amostras foram processadas para extragao de proteinas
e western blot de pAKT e GAPDH na prole de machos (A). Os valores obtidos para a pAKT foram
normalizados pela GAPDH (B). Amostras usadas para fosforilagdo basal compuseram uma nova
corrida e transferéncia para detecc¢do por western blot de AKT, PEPCK e GAPDH em prole de
machos (C). Os valores de AKT e PEPCK obtidos nos machos (D e E) foram normalizados com
GAPDH. Os dados sé@o apresentados como média + EPM. * P<0.05 vs. n&o estimulado dentro do
mesmo grupo; # P< 0.05 vs. SHAM-P1 estimulado com insulina; & P< 0.05 vs. SHAM-P1 nao
estimulado; @ P<0.05 vs. PINX-P1 ndo estimulado.
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Fig.10: Sinalizagdo da insulina nos figados de ratas SHAM-P1,PINX-P1 e PM-P1. A prole de
fémeas na 182 semana de vida foi anestesiada no ZT 10, um fragmento do figado foi retirado para
deteccdo da fosforilagdo basal, um fragmento adicional do figado foi retirado 30 segundos apés
injecdo endovenosa de insulina. As amostras foram processadas para extracdo de proteinas e
western blot de pAKT e GAPDH na prole de fémeas (A). Os valores obtidos nas fémeas de pAKT
foram normalizados pela GAPDH (B). Amostras usadas para fosforilagdo basal compuseram uma
nova corrida e transferéncia para deteccao por western blot de AKT, PEPCK e GAPDH em prole de
fémeas (C). Os valores de AKT e PEPCK obtido nas Fémeas (D e E) foram normalizados com
GAPDH. Os dados sé&o apresentados como média + EPM. * P<0.05 vs. ndo estimulado dentro do
mesmo grupo; # P< 0.05 vs. SHAM-P1 estimulado com insulina; & P< 0.05 vs. SHAM-P1 ndo
estimulado; @ P<0.05 vs. PINX-P1 néo estimulado.
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Fig.11: Sinalizagéo da insulina em musculo esquelético de machos SHAM-P1, PINX-P1 e PM-P1.
A prole de machos na 182 semana de vida foi anestesiada no ZT 10 e um musculo esquelético
s6leo foi retirado para detecgdo da fosforilagdo basal, 0 misculo remanescente foi retirado 90
segundos apos injecdo endovenosa de insulina. As amostras foram processadas para extragao de
proteinas e detecgao por western blot de p-Tyr (A); pAKT e GAPDH (D). Os valores de tirosina
fosforilada pp95 (B), pp185 (C) e pAKT (E) foram normalizados com GAPDH. Os dados sao
apresentados como média + EPM * P<0.05 vs. ndo estimulado dentro do mesmo grupo.
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Discussao

A melatonina materna no estado gravidico possui uma modulagdo a partir
do 10° dia de gestacao em ratas frente a quantidade de conceptos [47]. A ablacao
cirurgica da glandula pineal materna desencadeia a auséncia de pico noturno na
prole analogo a genitora pinealectomizada nas primeiras semanas de vida [54].

Em modelo de subnutricdo, ocorre aumento de radicais livres placentarios e
este repercute na prole que nasce com baixo peso, contudo a reposicao de
melatonina no decorrer gestacional reestabelece as enzimas antioxidantes
placentarias melhorando o peso do neonato [43].

E fato que, com o capitalismo, os trabalhos em turnos estdo mais
frequentes em sociedades desenvolvidas. Tais atividades repercutem na saude
dos individuos, com alteragbes na secrecdo de diversos horménios [42,32].
Pesquisas realizadas com trabalhadores em turno demonstram que nestes a
melatonina esta diminuida quando comparados a um trabalhador do turno diurno
[14]. Ainda na mesma linha, Varcoe e colaboradores (2011) demonstraram que o
turno durante a gestacao programa a prole adulta a intolerancia a glicose [53].

Os dados atuais corroboram para a propositura da hipétese de que a
ruptura no ciclo claro/escuro, com consequente prejuizo na sintese de melatonina
pela glandula pineal durante a gestacao, altera a homeostasia glicémica da prole
adulta. No caso da presente pesquisa, a intolerancia a glicose na prole advinda de
maes pinealectomizadas foi perceptivel na 182 semana de vida e o resultado por

nds descrito foi em periodo de vida anterior aquele encontrado por Varcoe et al.
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[53], no qual a prole de ratas expostas a turnos variados durante a gestacao
manifestou intolerancia a glicose ap6s 12 meses de vida.

O grupo do Varcoe demonstrou que a prole oriunda de maes submetidas a
phase shifts durante a gestagdo apresenta distirbios metabdlicos apenas no 12°
més de vida [53]. Os resultados aqui apresentados, no entanto, demonstram que a
auséncia total de melatonina durante a gestacéo e a lactacado faz com que a prole
manifeste disturbios metabdlicos muito mais precocemente, ao redor do 4° més de
vida. Tal diferenca entre os estudos pode ser explicada pelo grau de interferéncia
na sintese da melatonina. Deste modo, podemos especular que, Nnos nNoOssos
experimentos, observamos altera¢cdes mais precocemente na prole porque a méaes
estavam suprimidas completamente de melatonina, ao passo que, nos estudos de
Varcoe, ocorria apenas mudanca da fase/amplitude.

Nossos resultados demonstram que a auséncia de melatonina, durante a
gestacdo nas maes PINX, programa a prole adulta para intolerdncia a glicose.
Este é, alids, um fato constatado, pois, quando estas sofrem reposicdo de
melatonina durante a gestacao e a lactacao, originando o grupo PM-P1, a prole
apresenta um perfil glicémico normal, sem intolerancia a glicose.

Os ratos machos adultos, quando pinealectomizados, apresentam uma
resisténcia a insulina no periodo de transicao entre o ciclo claro/escuro [25]. De
forma analoga, a prole originada de maes PINX apresentou a resisténcia hepatica
a insulina na mesma fase do ciclo, demonstrando, mais uma vez, que tal efeito
metabdlico é um resquicio da auséncia da melatonina materna. Acreditamos que a
resisténcia gerada na prole seja efeito gerado pela descendéncia, com mecanismo

similar ao que ocorre no animal adulto pinealectomizado.
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Nossos resultados também demonstram que a geragao oriunda de mées
PINX se torna intolerante a glicose, em parte pela resisténcia hepatica a insulina e
gliconeogénese aumentada. Além disto, a fosforilagdo da AKT induzida pela
insulina € um passo crucial para supressdo da gliconeogénese, estando esse
mecanismo prejudicado em filhos de mes PINX. Concordantemente, a PEPCK,
estava aumentada no figado de filhos de maes PINX, resultado da resisténcia
hepatica na prole originada de mé&es PINX, o que vai ao encontro dos resultados
anteriormente descritos em ratos pinealectomizados adultos. Os ratos adultos e a
prole de maes PINX apresentam uma diminuicdo na fosforilagdo de AKT induzida
pela insulina, aumento da expressdo de PEPCK e, consequentemente, aumento
da gliconeogénese. No caso dos ratos adultos com auséncia da glandula pineal, a
resisténcia hepatica a insulina ocorre por um aumento na pseudo kinase TRB3
com prejuizo na fosforilagcdo de AKT [33]. Esse mecanismo ocorrido em ratos
pinealectomizados com agéo direta na AKT pode ser semelhantes ao encontrado
na prole originada de mées PINX. Evidenciamos essa hipdtese, pois ndo houve
qualquer alteracao da fosforilagdo em tirosina de IR ou IRS entre grupos.

A prole de PINX possui uma resisténcia hepatica e um aumento de
gliconeogénese também observados em ratos machos submetidos a
pinealectomia, no entanto, nem todos os parametros metabdlicos dos filhos de
PINX se assemelham ao rato PINX adulto. Os animais PINX apresentam uma
resisténcia sistémica a insulina corporal, com diminuicdo nos valores do Kyt e
diminuicao na expressao do GLUT4 em musculatura esquelética [55, 8]. Os filhos
de PINX ndao demonstraram alteracao no desaparecimento de glicose plasmatica

frente a um desafio com insulina, evidenciando que ndao houve desenvolvimento
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de resisténcia sistémica a insulina. Isto ocorre provavelmente porque, em nosso
modelo, ndao ha resisténcia a insulina na musculatura esquelética, uma vez que
este territorio é responsavel por cerca de 80% na captagéo de glicose estimulada
por insulina [7].

Apoiamo-nos nessa propositura, uma vez que nao houve alteracdo em
IRS1/2 e AKT na musculatura esquelética dos filhos nascidos de maes PINX,
sendo que a ativacado de IRS1/2 e de AKT s&o nos criticos estimulados pela
insulina para capitacéo de glicose pelo tecido muscular esquelético [39, 4].

Outra caracteristica que difere os animais PINX da prole de maes PINX é o
padréao secretério de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas. A secrecdo de
insulina estimulada por glicose em ratos PINX é regulada nos varios momentos do
ciclo claro/escuro [40]. De fato, a melatonina mostrou possuir acdo direta em
células beta pancreaticas, com agéo inibitdria na secrecao de insulina [38, 32].

Em contraste, nossos dados demonstraram que a prole oriunda de maes
PINX apresenta uma menor secrec¢do de insulina frente ao estimulo de glicose no
ZT10, quando comparado com prole de maes SHAM no mesmo periodo. De forma
concordante, os niveis de insulina foram reduzidos nos grupos PINX-P1, fato ndo
constatado nos grupos PM-P1, no mesmo ZT.

O perfil secretério deficiente das ilhotas pancreaticas em PINX-P1 é
consistente com a informagdo de que a melatonina se relaciona com a sinalizacao
da PI3BK/AKT, bem como de MERK/ERK, implicando, assim, o controle de
proliferacdo ou apoptose em células beta pancreaticas [40]. E possivel que a

auséncia de melatonina no ambiente intrauterino e no inicio da vida, com
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consequente diminuicdo da via de sinalizacao, influencie no fenotipo pancreatico
do individuo quando adulto.

Embora a descricdo do mecanismo pelo qual a auséncia de melatonina
causa intolerancia a glicose em ratos oriundos de méaes PINX nao seja o foco do
nosso trabalho, acreditamos que o aumento da corticosterona plasmatica no inicio
da vida seja um provavel mecanismo para os fenbmenos aqui descritos [52, 11].
Anteriormente, foi demonstrado que a prole de primatas cujas maes foram
expostas a luz continua durante a gestagdo apresentam um aumento de cortisol
no quarto dia de vida, no entanto, se a méae, mesmo sob luz continua durante o
transcorrer gestacional foi suplementada com melatonina, este perfil desaparece
na prole [50].

Ha ainda estudos que demonstram que a melatonina materna é capaz de
suprimir a producdo de cortisol induzida por ACTH, sendo esse mecanismo
dependente da ativacdo de receptores MT1/2 alocados na glandula adrenal [49].
Em adicdo a esses dados e baseando-se em glandulas adrenais de primatas, a
melatonina tem demonstrado diminuir a expressao da proteina regulatéria aguda
estereogénica (Star), passo limitante para a sintese de glicocorticéide, em cultura
de glandulas adrenais de fetos de ratos [51]. Notadamente, a exposicdo a
glicocorticéides, tardiamente no transcorrer gestacional, programa o feto ao
aumento da expressao da PEPCK, promovendo a intolerancia hepatica a glicose

tardiamente na prole [34].
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Conclusao

Concluindo, n6s mostramos que a auséncia de melatonina materna,
durante a gestacao e a lactagdo, programa intolerancia a glicose na prole por dois
mecanismos: resisténcia hepatica a insulina e diminuicao da secreg¢ao de insulina
pelas ilhotas pancreaticas.

Esses dados revelam ainda um papel desconhecido da melatonina na
fisiologia animal, podendo desequilibrar a homeostasia da glicose na prole quando
ha qualquer dessincronizagéo frente ao ciclo claro/escuro, como os trabalhos em
turnos.

Além disso, a presente pesquisa fornece informagdes basicas que suportam
estudos epidemiologicos em descendentes nascidos de maes submetidas a luz

durante a noite, como ocorre em trabalhos em turnos.
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