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RESUMO 

 

Produzida pela glândula pineal exclusivamente em período noturno e na 
escuridão, a melatonina apresenta papel fundamental na sincronização dos ritmos 
circadianos com o ciclo claro-escuro do meio ambiente. A exposição à luz suprime 
a síntese e secreção de melatonina pela glândula pineal, podendo prejudicar a 
ação insulínica em células do músculo esquelético. O transporte ineficiente de 
glicose no músculo esquelético pode promover atrofia, geralmente acompanhada 
por perda de massa óssea. Resistência à insulina, atrofia muscular esquelética e 
perda de massa óssea são efeitos patológicos que podem ser prevenidos ou 
atenuados pela prática regular de exercícios físicos. O objetivo do presente estudo 
foi avaliar o efeito do exercício resistido (ER) sobre a sensibilidade à insulina e 
manutenção da musculatura esquelética e tecido ósseo em ratos 
pinealectomizados. 40 ratos Wistar machos foram distribuídos, aleatória e 
igualmente, em 4 grupos: 1) controle (CNS); 2) exercitado (CNEX); 3) 
pinealectomizado (PNX) e 4) pinealectomizado exercitado (PNXEX). O ER foi 
realizado em escada, durante 8 semanas, 3 sessões semanais (em dias não 
consecutivos), 9 repetições por sessão e intervalo de tempo de 2 minutos entre as 
repetições. O teste de força máxima foi realizado a cada 2 semanas e a 
intensidade selecionada foi 60% de 1 repetição máxima (1RM). Após o período de 
treinamento, os animais foram submetidos ao teste de tolerância à insulina. Após 
o sacrifício, amostras de sangue foram coletadas para fosforilação da glicemia e 
insulinemia. A partir destes valores, a resistência à insulina foi calculada pelo 
índice HOMA-IR. O cálculo da área de secção transversa do extensor digitorum 
longus (EDL) foi realizado a partir da análise histológica, utilizando o software 
IMAGEJ. Também foram avaliadas a expressão gênica e fosforilação de proteínas 
presentes nas vias de manutenção do músculo esquelético: GLUT4, TNF-α, 
atrogin-1, MuRF1, IGF-1, Akt1, miostatina e SMAD2/3. O cálculo da área do 
trabeculado ósseo esponjoso inferiormente à linha epifisial da tíbia foi realizado a 
partir da análise histológica em cortes longitudinais, utilizando o software IMAGEJ. 
Os parâmetros morfológicos do tecido ósseo foram avaliados por micro-CT; a 
análise mineral óssea foi avaliada pelo Dual-energy X-ray absorptiometry – DEXA 
e análise mecânica foi avaliada pelo teste de três pontos. As análises estatísticas 
foram realizadas por análise de variância com 2 fatores - ANOVA two way, 
seguida pelo teste de Bonferroni, ao nível de significância de 5%. A pinealectomia 



promoveu resistência à insulina e aumento na expressão de TNF-α em animais 
PNX. A prática de exercícios resistidos atuou na prevenção da resistência à 
insulina pelo aumento na expressão de GLUT4 em animais PNXEX. A 
pinealectomia também promoveu atrofia muscular esquelética nos grupos PNX e 
PNXEX. A prática de exercícios resistidos, realizada pelo período de tempo, 
frequência e intensidade selecionados, não foi suficiente para promover hipertrofia 
muscular no grupo CNEX ou prevenir a atrofia muscular no grupo PNXEX. Os 
grupos PNX e PNXEX apresentaram aumento da expressão gênica de miostatina 
e fosforilação proteica de SMAD2/3 em relação aos grupos CNS e CNEX. Não 
houve diferença na expressão gênica e fosforilação das demais proteínas 
analisadas entre os grupos estudados. Os resultados sugerem que a atrofia 
muscular esquelética, observada nos grupos PNX e PNXEX, está relacionada ao 
aumento na ativação da via da miostatina e, quem sabe, ao aumento de TNF-α em 
músculo esquelético. O aumento da DMO em animais PNX foi tomado como um 
mecanismo protetivo do osso. O exercício resistido promoveu melhora da 
qualidade óssea em animais pinealectomizados ou não. O presente estudo 
demonstrou que a prática regular de exercícios resistidos (60% de 1 RM) preveniu 
a resistência à insulina em animais pinealectomizados e melhorou a qualidade 
óssea em animais com e sem pineal. A partir desses resultados podemos aventar 
que o exercício físico, em trabalhadores noturnos, pode melhorar a sensibilidade à 
insulina e auxiliar na manutenção do tecido ósseo.  

 

Palavras-chave: Fibra muscular. Melatonina. Resistência à insulina. Músculo 
esquelético. Osso e ossos.  
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ABSTRACT 

Produced by the pineal gland exclusively at night time and in darkness, melatonin 
plays a key role in synchronizing circadian rhythms with the light dark cycle of the 
environment. Exposure to light suppresses the synthesis and secretion of 
melatonin by the pineal gland, and may impair insulin action in skeletal muscle 
cells. The inefficient transport of glucose in skeletal muscle can promote atrophy, 
usually accompanied by loss of bone mass. Insulin resistance, skeletal muscle 
atrophy and loss of bone mass are pathological effects that can be prevented or 
attenuated by regular physical exercise. The objective of the present study was to 
evaluate the effect of resistance exercise on insulin sensitivity and maintenance of 
skeletal muscle and bone tissue in pinealectomized rats. For this, 40 male Wistar 
rats were randomly and equally distributed in 4 groups: 1) control (CNS); 2) 
exercised (CNEX); 3) pinealectomized (PNX) and 4) pinealectomized exercised 
(PNXEX). Resistance training was performed on a ladder for 8 weeks, 3 weekly 
sessions (on non-consecutive days), 9 repetitions per session and 2 minutes 
interval between repetitions. The maximal strength test was performed every 2 
weeks and the intensity selected was 60% of 1 maximal repetition (1RM). After the 
training period, the animals were submitted to the insulin tolerance test. After 
sacrifice, blood samples were collected for quantification of plasma glucose and 
insulin. From these values, insulin resistance was calculated by the HOMA-IR 
index. The calculation of the cross-sectional area of the extensor digitorum longus 
(EDL) was performed from the histological analysis using IMAGEJ software. Gene 
expression and phosphorylation of proteins present in skeletal muscle 
maintenance pathways were also evaluated: GLUT4, TNF-α, atrogin-1, MuRF1, 
IGF-1, Akt1, myostatin and SMAD2/3. The area of the spongy bone trabeculae 
inferior to the epiphyseal line of the tibia was calculated from the histological 
analysis in longitudinal sections using the IMAGEJ software. The morphological 
parameters of the bone tissue were evaluated by micro-CT; bone mineral analysis 
was assessed by Dual-energy X-ray absorptiometry - DEXA and mechanical 
analysis was assessed by the three-point test. Statistical analyzes were performed 
by analysis of variance with 2 factors - ANOVA two way, followed by the Bonferroni 
test, at a significance level of 5%. Pinealectomy promoted insulin resistance and 
increased TNF-α expression in PNX animals. The practice of resistance exercises 
was performed in the prevention of insulin resistance by the increase in GLUT4 
expression in PNXEX animals. Pinealectomy also promoted skeletal muscle 
atrophy in the PNX and PNXEX groups. The practice of resistance exercises, 
performed for the selected period of time, frequency and intensity, was not enough 



to promote muscle hypertrophy in the CNEX group or to prevent muscle atrophy in 
the PNXEX group. The PNX and PNXEX groups showed increased myostatin 
gene expression and protein content of SMAD2/3 in relation to the CNS and CNEX 
groups. There was no difference in the gene expression and prosphorilation of the 
other proteins analyzed between the studied groups. The results suggest that 
skeletal muscle atrophy, observed in the PNX and PNXEX groups, is related to the 
increased activation of the myostatin pathway, and, perhaps, to the increase of 
TNF-α in skeletal muscle. The increase in BMD in PNX animals was taken as a 
protective mechanism of bone. Resistance exercise promoted improvement of 
bone quality in pinealectomized animals or not. The present study demonstrated 
that the regular practice of resistance exercises (60% of 1 RM) prevented insulin 
resistance in pinealectomized animals and improved bone quality in animals with 
and without pineal. From these results we can point out that physical exercise, in 
night workers, can improve insulin sensitivity and aid in the maintenance of bone 
tissue. 

Key words: Muscle fiber. Melatonin. Insulin resistance. Skeletal muscle. Bone and 
bones. 
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Introdução 



1. INTRODUÇÃO 

 

A crescente exposição humana à iluminação artificial durante a noite está 

estritamente relacionada ao aumento do número de trabalhadores noturnos 

contratados por fábricas e empresas com o objetivo de oferecer à sociedade 

moderna serviços 24 horas (ULHÔA et al., 2015). Atualmente, estima-se que, em 

países industrializados, 75% da força de trabalho total envolvam jornadas 

noturnas (TOUITOU et al., 2017). A inversão no ciclo claro-escuro em 

trabalhadores noturnos é preocupante, uma vez que a incidência de luz, em 

período noturno, suprime a produção de melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) 

pela glândula pineal (ULHÔA et al., 2015).  

O processamento de informação da presença de luz tem início nas células 

ganglionares retinianas, as quais apresentam tanto fotopigmentos de criptocromo 

e melanopsina, quanto receptores de melatonina (ALOÉ et al., 2005). Ao 

interceptar estímulos luminosos, os fotopigmentos de criptocromo e melanopsina 

transmitem a informação para os núcleos supraquiasmáticos hipotalâmicos que, 

por sua vez, notificam estruturas anatômicas adjacentes, como, por exemplo, a 

glândula pineal (HOBSON; PACE-SCHOTT, 2002). Alcançando a pineal, a 

informação da captação de luz suprime a síntese de melatonina (TAN et al., 2003). 

A produção exclusivamente noturna da melatonina pineal concede papel 

fundamental a essa glândula na sincronização dos ritmos circadianos com o ciclo 

claro-escuro do meio ambiente (REITER, 1991). Além da glândula pineal, outros 

órgãos também apresentam a maquinaria necessária para a produção de 

melatonina, dentre os quais destacam-se: retina, medula espinhal, intestino e pele 

(STEFULJ et al., 2001). Contudo, produzida em pequenas quantidades, a 

melatonina extrapineal não contribui, de maneira significativa, no ajuste dos 

relógios biológicos centrais (REITER, 1991).  

A dessincronização dos ritmos circadianos, causada pela supressão na 

produção da melatonina pineal, está relacionada ao aumento nas chances de 

desenvolvimento de comportamentos de risco, como alcoolismo, tabagismo (BAE 

et al., 2017) e sedentarismo (COSTA, 2004), e diferentes patologias (ULHÔA et 



al., 2015), como depressão (BAE et al., 2017), resistência à insulina (BUIJS et al., 

2013, CIPOLLA-NETO et al., 2014, LEPROULT et al., 2014, ESQUIROL et al., 

2012) e diabetes mellitus (DM) (ESQUIROL et al., 2009; PAN et al., 2011; IKA et 

al., 2013; GALE et al., 2011; BUXTON et al., 2012; YOUNG et al., 2013).  

A Organização Mundial de Saúde (OMS) aponta a captação ineficiente de 

glicose como um dos principais fatores de risco para mortalidade prematura 

(WHO, 2009). Em 2015, aproximadamente 5 milhões de indivíduos, entre 20 e 79 

anos de idade, morreram em decorrência de complicações (exemplo: doenças 

cardiovasculares, nefropatias e neuropatias) causadas pela diabetes. O dado 

equivale ao impressionante número de uma morte a cada 6 segundos em todo o 

mundo (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).    

O prejuízo na captação de glicose por células insulino-sensíveis, como 

hepatócitos, adipócitos, células renais, endoteliais, beta pancreáticas e 

musculares (GOLDSTAIN, 2002), pode ser causado tanto pela ineficácia na 

produção de insulina (diabetes tipo 1 – DM1), quanto pela resistência à mesma 

(diabetes tipo 2 – DM2) (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).    

Enquanto a DM1 resulta do ataque do sistema imune às células beta 

pancreáticas, produtoras de insulina (INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERATION, 2015), a DM2 é, na maioria das vezes, consequência do excesso 

de peso corporal e inatividade física (WHO, 1994). Indivíduos portadores de DM1 

atingem o controle glicêmico somente por meio de suplementação insulínica. Já, a 

população portadora de DM2 possui mais opções de tratamento para a regulação 

do índice glicêmico. Entre essas opções estão o uso de medicamentos, como a 

metformina e glicazida, o consumo de alimentos saudáveis e a prática regular de 

exercícios físicos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).     

O trabalho noturno e, consequentemente, a supressão na produção de 

melatonina pela glândula pineal, são apontados como fatores de risco inerentes no 

desenvolvimento de DM2 (MORIKAWA et al., 2005), resistência à insulina 

(KIWIMÄKI et al., 2011) e redução no controle da DM1 (YOUNG et al., 2013). Já, o 

tratamento com melatonina mostrou aumentar a captação de glicose no 

hipotálamo de ratos (ANHE et al., 2004), em ilhotas pancreáticas isoladas de ratos 



(PICINATO et al., 2008) e em células músculo-esqueléticas isoladas de 

camundongos (HA et al., 2006). Em todos os casos, essa melhora na captação de 

glicose deu-se pelo aumento na ativação da via de sinalização insulínica. 

O mecanismo de transdução do sinal insulínico tem início na ligação da 

insulina ao seu receptor específico de membrana, o qual é composto por duas 

subunidades α, localizadas na porção extracelular, e duas subunidades β 

transmembrânicas. A ligação da insulina às subunidades α de seu receptor 

desencadeia autofosforilação em tirosina da subunidade β, conduzindo à 

fosforilação de diversos substratos proteicos em aminoácidos tirosina (PATTI; 

KAHN, 1998; PAULI et al., 2009).  

A fosforilação das proteínas insulin receptor substrate (IRS) ativa sítios de 

reconhecimento para moléculas contendo domínios SH2, como a fosfatidil-inositol-

3-quinase (PI3K) (CARVALHEIRA et al., 2002; PAULI et al., 2009). Uma das 

enzimas reguladas pela PI3K é a phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1), 

uma serina/treonina quinase que fosforila e ativa outra serina/treonina quinase 

denominada PKB ou Akt, promovendo a migração desta para a membrana celular 

(ZECCHIN et al., 2004).  

No músculo esquelético, a Akt estimula a captação de glicose por meio da 

translocação do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) do citoplasma para a 

membrana plasmática (WATSON; PESSIN, 2007; PAULI et al., 2009) (Figura 1). 

Essa glicose é posteriormente utilizada pelas células musculares esqueléticas 

como fonte de energia biológica (POWERS; HOLEY, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 1 – Representação da via intracelular de sinalização insulínica.  

FONTE: Pauli et al (2006). 

  

Além de atuar no metabolismo de glicose, a Akt participa ativamente do 

processo hipertrófico do músculo esquelético. A Akt atua tanto no aumento da 

ativação da principal via de promoção de síntese proteica (fator de crescimento 

semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1)  PI3K  Akt  mammalian target of 

rapamycin (mTOR)  S6K1) quanto na diminuição na ativação da principal via de 

inibição da degradação de proteínas (IGF-1  PI3K  Akt ┤ fork head box (FoxO) 

fosforilada) (SCHIAFFINO et al., 2013) [Figura 2]. A inibição da Akt sobre a forma 

fosforilada da FoxO impede a ativação das isoformas FoxO1, FoxO3 e FoxO4, as 

quais, por sua vez, são impedidas de ativar a muscle RING-finger protein-1 

(MuRF1) e a atrogin-1, principais proteínas ubiquitina quinases responsáveis pelo 

aumento na degradação proteica no músculo esquelético (BODINE et al., 2001; 

GOMES et al., 2001) (Figura 2). 

Apesar dos genes da MuRF1 e atrogin-1 serem considerados os melhores 

marcadores para atrofia muscular esquelética, estudos apontam que mais fatores 

estão associados à redução no tamanho das fibras musculares. São eles: factor 

nuclear kappa B – NFκB, glicocorticoides e miostatina (BONALDO; SANDRI, 

2013) (Figura 2). 



 Os fatores de transcrição NFκB servem como mediadores dos efeitos das 

citocinas pró-inflamatórias, em especial do tumor necrosis factor-α (TNFα). Em 

estado de quiescência, o NFκB é raptado no citoplasma por proteínas inibitórias 

da família IκB. Em resposta ao TNFα, o complexo IκB quinase (IKKβ) fosforila a 

IκB, desencadeando ubiquitilação e degradação proteica. O fim do processo 

culmina na translocação nuclear do NFκB e ativação dos genes de transcrição 

mediados por ele (PETERSON et al., 2011). Importante destacar que a via da Akt 

é passível de supressão pela via do NFκB, o que pode promover, além de atrofia 

muscular, resistência à insulina (DE ALVARO et al., 2004) (Figura 2). 

Altas concentrações de glicocorticoides são comuns em diferentes 

condições patológicas associadas à atrofia muscular esquelética (BONALDO; 

SANDRI, 2013). A via de sinalização dos glicocorticoides tem início na ligação 

desses com seus receptores e posterior ativação dos genes REDD1 e krüppel-like 

factor 15 (KLF5) (SHIMIZU et al., 2011). Esses genes inibem a atividade da 

mTOR, conduzindo à diminuição do tamanho das fibras musculares. Além disso, o 

KLF5 participa de vias catabólicas paralelas que envolvem FoxO1, atrogin-1 e 

MuRF1 (BONALDO; SANDRI, 2013) (Figura 2).  

A miostatina é membro da família TGFβ, sendo expressada e secretada, de 

forma majoritária, pelo músculo esquelético (BONALDO; SANDRI, 2013). O efeito 

negativo da miostatina sobre o crescimento muscular é mediado pelos fatores de 

transcrição Smad2 e Smad3 (LOKIREDDY et al., 2011; SARTORI et al., 

2009; TRENDELENBURG et al., 2009). A via da miostatina também parece 

contribuir para a atrofia muscular, por meio da inibição da via IGF1-Akt-mTOR 

(AMIROUCHE et al., 2009; SARTORI et al., 2009; TRENDELENBURG et al., 

2009) (Figura 2).  
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Figura 2 – Representação das principais vias que modulam o trofismo nas fibras musculares esqueléticas. 

FONTE: Bonaldo; Sandri (2013). 

 

Comumente, a atrofia muscular esquelética é prevenida e tratada pela 

prática regular de ER, que apresentam, dentre outros benefícios, a hipertrofia das 

fibras musculares (GREIG et al., 2011), a ativação de células satélites (KADI et al., 

2004; OLSEN et al., 2006; PETRELLA et al., 2006) e o efeito anti-inflamatório 

(PETERSEN; PEDERSEN, 2005), sem contar o aumento na produção de força 

(GARCIA-PALLARS; IZQUIERDO, 2011), no tamanho do domínio mionuclear 

(GREIG et al., 2011), na síntese proteica (TANG et al., 2008) e na expressão de 

fatores de regulação miogênica (COSTA et al., 2007; KIM et al., 2005; SNIJDERS 

et al., 2009).  

Curiosamente, a suplementação com melatonina apresentou-se eficaz na 

prevenção e combate à atrofia muscular esquelética.  Ratos machos castrados, 

tratados diariamente (30 dias) com injeções subcutâneas contendo melatonina (6 



mg/kg) apresentaram maior concentração de IGF-1 em células satélites e na 

periferia de miofibras do sóleo quando comparados aos animais castrados (ONER 

et al., 2008). A melatonina administrada via intraperitoneal (20 mg/kg), uma vez 

por dia, durante 10 dias, estimulou a síntese de IGF-1 e atenuou a inflamação no 

sóleo de ratos submetidos a treinamento extensivo (1 km/h de velocidade e 20% 

de inclinação) (BORGES et al., 2015). Ratos com frouxidão ligamentar no joelho, 

tratados com injeções subcutâneas de melatonina (10 mg/kg), 2 vezes ao dia, 

durante 4 semanas, apresentaram aceleração na remodelação do gastrocnêmio 

por inibição precoce de autofagia (HONG et al., 2014). A injeção intraperitoneal de 

melatonina (10 mg/kg), logo após lesão por esmagamento no sóleo e a cada 24 

horas, por 2 semanas, apresentou efeito positivo na recuperação muscular por 

meio da inibição da apoptose, redução da inflamação e aumento no número de 

células satélite (STRATOS et al., 2012). 

Geralmente, a atrofia muscular esquelética é acompanhada por perda de 

massa (RILEY; ESSER, 2017). A manutenção do tecido ósseo é modulada pelo 

balanço entre os processos de reabsorção e absorção óssea promovidos por 

osteoclastos e osteoblastos, respectivamente. O remodelamento ósseo tem início 

no recrutamento de células hematopoiéticas precursoras de osteoclastos. Os 

processos de maturação e ativação dos osteoclastos são mediados pela ligação 

entre o RANK, presentes na superfície de pré-osteoclastos e osteoclastos, e seu 

ligante (RANKL), secretado por osteoblastos.  A degradação óssea ocorre pela 

secreção osteoclástica de enzimas, como a fosfatase ácida resistente ao tartarato 

(TRAP). Após realizarem sua função reabsortiva, os osteoclastos sofrem apoptose 

(KULAR et al., 2012) (Figura 3). 

A formação óssea é iniciada pelo recrutamento de células tronco 

mesenquimais precursoras de osteoblastos. A expressão de RUNX-2 está 

envolvida na maturação e ativação dessas células. Os osteoblastos maduros 

produzem proteínas mineralizadoras, como a osteocalcina (OCN). A 

osteoprotegerina (OPG), também secretada por osteoblastos, atua na inibição da 

atividade osteoclástica, pelo rapto do RANKL e consequente bloqueio da ligação 

do RANKL com o RANK. O fim da atividade absortiva dos osteoblastos pode 



ocorrer pela apoptose celular ou pela diferenciação em células de revestimento ou 

osteócitos. Localizados na matriz óssea, os osteócitos atuam na transdução de 

estímulos mecânicos (ex: exercícios físicos) em sinais bioquímicos utilizados no 

recrutamento de osteoblastos e osteoclastos (KULAR et al., 2012) (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – Origens das células ósseas. 

FONTE: Lian et al. (2012). 

 

A prática de ER é amplamente utilizada na prevenção e tratamento de 

perda óssea. Estudos apontam que as contrações musculares promovem 

aumento tanto da massa quanto da força e formação óssea (NATOMI et al., 2000). 

A melatonina também demonstra agir positivamente sobre o reparo e 

remodelamento ósseo (LIU et al., 2013). Este hormônio apresentou potencial para 

ser utilizado na prevenção e tratamento de osteopenia, osteoporose e doença 

periodontal (CARDINALI et al., 2003). O efeito antioxidante da melatonina parece 

proteger o tecido ósseo contra os radicais livres gerados por osteoclastos, durante 

o processo de reabsorção óssea (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2012; LADIZESKY et 

al., 2006; GOMEZ-MORENO et al., 2010). Além disso, animais suplementados 



com melatonina apresentaram síntese aumentada da estimulação do colágeno 

tipo I (NAKADE et al., 1999), diferenciação e mineralização de osteoblastos 

(ROTH et al., 1999; SATOMURA et al., 2007; SETHI et al., 2010) e inibição da 

diferenciação de osteoclastos (KOYAMA et al., 2002). 

Por outro lado, a remoção cirúrgica da glândula pineal (pinealectomia), e 

consequente redução na concentração hormonal de melatonina, provocou 

escoliose (OYAMA et al., 2006) e aumento nos marcadores de reabsorção óssea 

(OSTROWSKA et al., 2003) em roedores. Contudo, necessitam ser aprofundados 

estudos sobre os mecanismos envolvidos na perda de qualidade e massa óssea 

em animais pinealectomizados, assim como o efeito da pinealectomia sobre a 

manutenção da musculatura esquelética, e a eficácia do exercício resistido na 

prevenção e tratamento de possíveis danos teciduais. 

Portanto, buscando contribuir com novos conhecimentos acerca da 

associação entre melatonina, ação insulínica, músculo esquelético, tecido ósseo e 

treinamento de força, o presente estudo avaliou o efeito do exercício resistido 

sobre a sensibilidade à insulina e manutenção do tecido muscular esquelético e 

ósseo em ratos pinealectomizados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Justificativa 



2. JUSTIFICATIVA 

 

A incidência de luz em período noturno suprime a síntese e secreção de 

melatonina pela glândula pineal (ULHÔA et al., 2015). A total inversão do ciclo 

claro-escuro, como observada em trabalhadores noturnos, pode afetar, a curto 

prazo, a tomada de decisões e a vigilância, aumentando a exposição a acidentes 

de trabalho (WAGSTAFF; SIGSTAD, 2011).  A longo prazo, os trabalhadores 

noturnos apresentam chances aumentadas para o desenvolvimento de câncer 

(LIN et al., 2015), obesidade (VAN DRONGELEN et al., 2011) e diabetes (GAN et 

al., 2015).  

Principal característica da DM2, a resistência à insulina prejudica a 

captação de glicose por células insulino-sensíveis, como as células do músculo 

esquelético (GOLDSTAIN, 2002), podendo causar atrofia (BIANCHI; VOLPATO, 

2016), geralmente acompanhada por perda de massa óssea (RILEY; ESSER, 

2017). Além disso, a hiperglicemia aumenta a concentração de proteínas e lipídios 

glicados, denominados produtos finais de glicação avançada (AGEs), e de 

homocisteína, prejudicando as funções de osteoblastos e osteócitos, resultando 

em fragilidade óssea pela diminuição de formação e remodelamento ósseo 

(KANAZAWA, 2017).  

Tanto a resistência à insulina, quanto a atrofia muscular esquelética e a 

perda de massa óssea podem ser prevenidas ou tratadas pela prática de 

exercícios resistidos (GARCIA-PALLARS; IZQUIERDO, 2011; GREIG et al., 2011; 

TANG et al., 2008; COSTA et al., 2007; KIM et al., 2005; SNIJDERS et al., 2009; 

PETERSEN; PEDERSEN, 2005; MENKES et al., 1993). A prática de exercícios 

resistidos pode prevenir e tratar, de forma não-farmacológica, possível redução na 

qualidade de vida de trabalhadores noturnos, causada pela supressão na 

produção de melatonina pela glândula pineal. Pesquisas relacionadas à 

manutenção ou melhora da qualidade de vida de trabalhadores noturnos tornam-

se especialmente importantes, se considerarmos a crescente contratação desses 

trabalhadores pelo mercado de trabalho (ULHOA et al., 2015) e os riscos 

iminentes à saúde aos quais eles são expostos.        
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3. OBJETIVO 

 

Avaliar o efeito do exercício resistido sobre a sensibilidade à insulina, 

músculo esquelético e tecido ósseo em ratos pinealectomizados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hipótese 



4. HIPÓTESE 

 

Espera-se que o ER seja capaz de prevenir os danos causados pela 

pinealectomia na sensibilidade à insulina e manutenção do músculo esquelético e 

tecido ósseo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiais e Métodos 



5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1. Animais 

 

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram 

aprovados pelo Comitê Institucional de Ética em Pesquisas Animais (Processo nº 

2014-00939) (Anexo 1). Quarenta ratos (Rattus norvegicus), machos, da linhagem 

Wistar, foram mantidos em ambiente controlado (ciclo claro escuro 12/12 horas, 

com início do período claro às 7 horas da manhã e temperatura entre 21°C ± 2°C) 

por cerca de 4 meses. Os animais foram distribuídos, aleatoriamente, em 4 

grupos: 1) controle (CNS) (n=10); 2) controle exercitado (CNEX) (n=10); 3) 

pinealectomizado (PNX) (n=10) e 4) pinealectomizado exercitado (PNXEX) (n=10). 

Os ratos tiveram acesso à comida e água ad libitum. 

 

5.2. Pinealectomia 

 

A pinealectomia foi realizada com objetivo de suprimir, de maneira completa 

e efetiva, a síntese e secreção de melatonina pela glândula pineal. O 

procedimento cirúrgico foi iniciado pela anestesia dos animais dos grupos PNX e 

PNXEX, aos 40 dias de vida, sob jejum de 14 horas, com cloridrato de ketamina 

(80 mg/Kg/i.m.) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg). Após a anestesia, foi realizada 

tricotomia no topo da cabeça dos animais, os quais, posteriormente, foram fixados 

em aparelho estereotáxico. O escalpo foi realizado sagitalmente (Figura 4a) e, 

após abertura da musculatura e fáscias que recobrem a parte superior do crânio, 

uma marcação a lápis (Figura 4b) seguida por uma abertura circular por broca 

especializada foram realizadas na sutura lambdoidea do crânio. Com auxílio de 

um alicate, a peça óssea foi retirada, expondo a superfície cerebral. Com uso de 

uma pinça cirúrgica, a glândula pineal foi retirada (Figura 4c e 4d). Após 

hemostasia, a peça óssea foi recolocada no lugar de origem (Figura 4e) e o 

escalpo foi suturado (Figura 4f) (MAGANHIN et al., 2009). A recuperação pós-

cirúrgica durou 2 semanas.  

 



 

Figura 4 – Pinealectomia.  (a) Escalpo sagital em animal fixado em aparelho estereotáxico; (b) Marcação a lápis para 

abertura craniana; (c) Retirada da glândula pineal; (d) Animal pinealectomizado; (e) Recolocação da peça óssea em seu 

lugar de origem; (f) Escalpo suturado. 

 

5.3. Avaliação do consumo de ração e evolução da massa corporal dos 

animais 

 

O consumo de ração e o peso corporal foram avaliados 3 vezes por 

semana, em dias alternados, desde a chegada dos animais ao biotério até o 

sacrifício dos mesmos. Para o cálculo do consumo de ração, uma média semanal 

foi extraída considerando a diferença entre a quantidade de ração oferecida e a 

quantidade de sobra. Para o peso corporal, houve comparação entre as médias 

semanais de cada grupo.  

 

5.4. Exercício Físico 

 

O programa orientado de ER em escada (Figura 5a) foi adaptado do 

programa proposto por Hornberger e Farrar (2004). As principais adaptações 

englobaram a frequência e intensidade dos exercícios. No estudo de Hornberger e 

Farrar (2004), as sessões de treinamento ocorriam de 3 em 3 dias. Os animais 

eram submetidos ao teste de 1 repetição máxima (1RM) em todas as sessões. Na 

primeira repetição de cada sessão, os animais carregavam metade da sobrecarga 

máxima alcançada no teste de 1RM. A sobrecarga na segunda repetição era 



equivalente a 75% de 1RM, na terceira era 90% de 1RM e na quarta era 100% de 

1RM. A partir da quinta repetição, 30g eram acrescidos a cada repetição, até que 

os animais completassem 9 repetições. As caudas dos animais eram 

eletrocutadas no intuito de incentivar o movimento de escalada. No presente 

estudo, o uso de choque foi banido. Os testes de 1RM eram realizados a cada 2 

semanas e a sobrecarga utilizada permaneceu fixa em 60% de 1RM. A 

intensidade da sobrecarga foi selecionada com base na melhora da sensibilidade 

à insulina verificada em indivíduos diabéticos praticantes de ER em intensidade 

moderada (de 50 a 74% de 1RM) (SIGAL et al., 2004). 

Portanto, no presente estudo, após 2 semanas de recuperação da 

pinealectomia, os animais dos grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX foram 

adaptados ao programa de treinamento, a fim de que fossem capazes de realizar 

o teste de força máxima. Também houve adaptação a um aparato, composto por 

um tubo falcon, que foi acoplado à parte proximal da cauda dos animais com fita 

adesiva. Este aparato foi utilizado posteriormente, durante o período de 

treinamento, para deposição de peso (Figura 5b).  

O período de adaptação foi de 2 semanas, durante as quais os animais 

realizaram de 4 a 9 subidas em escada. Foram realizadas 3 sessões de exercício 

por semana, em dias não consecutivos, totalizando 6 sessões de adaptação. Na 

primeira semana, os animais foram submetidos somente à escalada da escada, 

sem a utilização de qualquer aparato ou peso. Na segunda semana, utilizou-se o 

aparato, sem deposição de peso, acoplado às caudas dos ratos. Ao fim das 2 

semanas, os animais deveriam conseguir realizar 3 subidas consecutivas.  

Considerando o hábito noturno de ratos, as sessões de adaptação, assim 

como as sessões de ER e os testes de força máxima, foram realizados à noite. A 

escada utilizada possuía as seguintes dimensões: 1,13 x 0,18 m, 2 cm de espaço 

entre os degraus e 80° de inclinação (HORNBERGER; FARRAR, 2004) (Figura 

5a). No topo da escada localizava-se um local (casa), com diâmetro de 20 x 20 x 

20 cm, onde ocorria o descanso entre as subidas dos animais (HORNBERGER; 

FARRAR, 2004) (Figura 5a).  



Após o período de adaptação, houve a determinação da força máxima por 

meio de um teste. O primeiro teste foi realizado pelos animais dos grupos CNS, 

CNEX, PNX e PNXEX. Os animais dos grupos CNEX e PNXEX repetiram o teste 

a cada 2 semanas, devido à adaptação dos sistemas orgânicos ao treinamento. 

Os animais dos grupos CNS e PNX repetiram o teste somente ao final das 8 

semanas de ER.  

Na primeira subida, durante o teste de força máxima, o peso das esferas de 

aço depositado no aparato foi referente a 75% do peso do animal. Caso a primeira 

subida fosse completada com sucesso, um peso adicional de 30 gramas era 

acoplado ao peso inicial. Esse procedimento foi repetido até que o animal não 

conseguisse realizar uma subida completa. O peso total das esferas de aço 

correspondeu à carga máxima carregada pelo animal. O tempo de intervalo entre 

as subidas foi de 120 segundos. 

O período de treinamento durou 8 semanas, com realização de 3 sessões 

semanais. Os animais subiram a escada de 4 a 9 vezes. O objetivo sempre foi 

realizar 9 repetições. O tempo de intervalo entre uma repetição e outra foi 120 

segundos. Os animais realizaram o programa orientado de ER com sobrecarga 

referente a 60% de 1RM. A sobrecarga foi depositada no aparato acoplado às 

caudas dos animais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 5 – Exercício resistido realizado em escada pelos animais exercitados (CNEX) e pinealectomizados/exercitados 

(PNXEX). (a) Escada utilizada para prática de exercício resistido; (b) Animal em treinamento. 

 

5.5. Teste de tolerância à insulina (ITT) 

 

Os testes foram realizados pela manhã, durante a última semana de 

treinamento, em um dia em que os animais não realizaram exercício físico, após 

jejum de 14 horas. Os animais foram submetidos a uma injeção de insulina (0,75 

U/kg p.c., i.p.).  Amostras de sangue foram colhidas, por meio de uma pequena 

secção na cauda, antes da injeção hormonal e após 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos 

da injeção. A glicemia foi mensurada por um monitor (Accu-Chek Advantage, 

Roche Diagnostics - Mannheim, Germany). A velocidade de desaparecimento da 

glicose (Kitt) foi calculada pela fórmula: In/t ½.  O t ½  da glicose foi calculado a 

partir da inclinação da curva de regressão mínima durante a fase linear de declínio 

da concentração plasmática de glicose (BONORA et al., 1989). 

 

5.6. Coleta de sangue, tecido muscular e tecido ósseo 

 

Após 24 horas da última sessão de exercícios para os animais CNEX e 

PNXEX, os procedimentos de coleta foram iniciados. Sob anestesia com tiopental 

sódico (Thiopentax® 3%, 5mg/100g p.c., i.p.), uma laparotomia mediana foi 



realizada para coleta de sangue, pela veia cava inferior. As amostras foram 

transferidas para tubos de plástico heparinizados e mantidas a 4ºC até a 

centrifugação (800g; 4ºC; 15 min). O plasma foi armazenado a -80ºC até o dia da 

fosforilação das concentrações plasmáticas de glicose e insulina.  

Também foram retirados os músculos extensor digitorum longus (EDL) e as 

tíbias de forma bilateral. O músculo EDL foi escolhido para análises devido a 

prevalência de fibras do tipo IIB, caracterizadas pela importante atuação na 

produção de força e pouca atuação em exercícios de endurance (CORNACHIONE 

et al., 2011). Os músculos do membro inferior esquerdo dos animais foram 

pesados imediatamente após a coleta, congelados em isopentano previamente 

resfriado em nitrogênio líquido e armazenados em freezer -80°C para posteriores 

análises morfológicas. Os músculos do membro inferior direito foram 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido e armazenados no freezer -80°C 

para posterior fosforilação proteica e expressão de RNAm. As tíbias do membro 

inferior esquerdo dos animais foram armazenadas em salina a 0,9% para análises 

da densidade mineral óssea, força máxima, rigidez óssea, energia absorvida até a 

força máxima e arquitetura óssea. As tíbias do membro inferior direito dos animais 

foram armazenadas em formalina tamponada a 4%, sendo posteriormente 

utilizadas para análises histológicas e imunohistoquímicas. 

 

5.7. Concentrações plasmáticas 

 

5.7.1. Glicose 

 

Foi utilizado o método de glicose-oxidase, um método enzimático 

específico, para fosforilação de glicose (Analisa Diagnóstica, São Paulo, Brasil). 

Nesse método, a glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) 

gerando ácido glucônico e água oxigenada. A H2O2, em presença de peroxidase 

(POD), produz a ligação oxidativa do fenol com a 4-amino fenazona (4-AF), dando 



origem a um cromógeno com máximo de absorção em 505nm de comprimento de 

onda. Foram consideradas as seguintes reações resumidas: 

glicose + O2 + H2O a ácido glucônico + H2O2 

H2O2 + 4-AF + fenol a 4 (p-benzoquinona monoimino) fenazona + 4 H2O. 

  

5.7.2. Insulina 

 

A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunológico – RIE 

(Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA) que, em resumo, 

refere-se a uma reação de competição entre antígenos (insulina fria e insulina 

marcada) para ligação a um anticorpo específico. Essa reação obedece à lei da 

ação de massas. Portanto, quanto mais insulina fria estiver presente, mais será 

formado o complexo insulina fria-anticorpo, acarretando queda na quantidade de 

complexo insulina marcada-anticorpo. 

 

5.8. Análise da resistência à insulina  

 

A resistência à insulina foi avaliada pelo índice HOMA-IR (Homeostasis 

Model Assessment - Insulin Resistance / Modelo de Avaliação da Homeostase - 

Resistência à Insulina), calculado a partir da seguinte fórmula: HOMA - IR = 

glicemia de jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum (µUI/ml)/22,5) (LIMA, et al., 

1998). 

 

5.9. Histologia do tecido muscular esquelético 

 



Foram realizados cortes histológicos transversais de 7 µm de espessura em 

criostato a -20°C (Leica CM1850, Leica Biosystems, Wetziar, HE, Germany) do 

músculo EDL. Após realização da coloração com hematoxilina e eosina (H&E), 

imagens foram capturadas por uma máquina fotográfica acoplada a um microscópio 

(Leica DM400 B LED Wetziar, HE, Germany) para análise da área de secção 

transversa das fibras musculares.  

 

5.10. Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) do tecido 

muscular esquelético 

  

Para obtenção do RNAm, parte do músculo EDL foi macerado em nitrogênio 

líquido e homogeneizado com auxílio do tissue lyser (QIAGEN) utilizando 

TriRiagentTM (Sigma), conforme descrição do fabricante. Após utilização de 

clorofórmio, isopropanolol e álcool a 75%, os pellets foram ressuspendidos com água 

nuclease free e armazenados em freezer -80°C. Para leitura de RNAm, as amostras 

foram diluídas em água bidestilada na proporção 1:50. Após a leitura, a integridade 

do RNAm foi verificada por meio de uma corrida (70 mV) em gel de agarose. Para a 

síntese de cDNA, 1.0 µg do RNA total foi submetido à transcrição reversa usando um 

kit (QuantiTect Reverse Transcription kit - Qiagen). A análise de RNAm foi realizada 

no ABI PRISM 7500 SDS (Applied Biosystems), com utilização de SYBR Green 

(Applied Biosystems) para Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 

(#Rn01462661_g1), GLUT4 (#Rn00562597_m1), TNF-α (#Rn01525859_g1), atrogin-

1 (#Rn00591730_m1), muscle RING-finger protein 1 -  MuRF1 (#Rn01639111_m1), 

insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (#Rn99999087_m1) e miostatina 

(#Rn01437895_m1). A relação expressiva foi calculada utilizando o método 2-∆∆CT 

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 

 

 

https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn00562597_m1?CID=&ICID=&subtype=ge_all
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn01525859_g1?CID=&ICID=&subtype=ge_all


5.11. Extração proteica e Western blotting  

 

Parte do músculo EDL foi homogeneizada em tampão de extração [Tris–

HCl, pH 7.5/20 mm, EDTA/2 mm, EGTA/2 mm, sucrose/250 mm, DTT/5 mm, 

Triton-X/0.1%, PMSF/1 mm, NaF/10 mm, SOV4/0.2 mm, cocktail protease 

inhibitors/1X (Sigma)]. Na membrana foram utilizados anticorpos contra: Akt1 (Cell 

Signaling, 1:250), Akt1 fosforilada (Thr308) (Sigma, 1:250), SMAD 2/3 (BD, 1:250), 

SMAD 2/3 fosforilada (Ser 423/425) (Santa Cruz, 1:250) e Tubulina (Cell Signaling, 

1:800). As bandas foram capturadas pelo ChemiDoc-It® Imaging System (UVP, 

LLC) e as análises densitométricas foram realizadas pelo VisionWorks®LS Image 

Acquisition and Analysis Software (PELOSI et al., 20015).  

 

5.12. Análise histológica de tecido ósseo 

 

As tíbias foram fixadas em formaldeído 4% (SIGMA, EUA) diluído em 

tampão fosfato-salino (PBS, Sigma, EUA), 0,1 M, 4 ° C, pH 7,4, durante 24 horas, 

em temperatura ambiente. A descalcificação foi realizada em 10% de ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA, pH 7,4), por aproximadamente 3 meses, e as 

amostras foram rotineiramente processadas, incluídas em parafina e seccionadas 

longitudinalmente (5 μm de espessura), utilizando micrótomo convencional 

(LEICA, SR2000) e coradas com hematoxilina de Harris e eosina (H&E). Três 

secções equidistantes do centro da tíbia de cada amostra foram selecionadas por 

um investigador cego e a região abaixo (1mm) da placa de crescimento na epífise 

proximal foi capturada por câmera digital (AxioCam® Carl Zeiss, Alemanha) 

acoplada a um microscópio (AxioLab® Carl Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva 

de 10x. A área total ocupada pelo tecido esponjoso foi mensurada em uma área 

de 1090 μm × 1450 μm com auxílio ImageJ (National Institutes of Health, NIMH)  

 

 

5.13. Método imunoistoquímico para detecção de RUNX-2, OCN, OPG, 

RANKL e TRAP 



 

Para a análise imunoistoquímica, os cortes histológicos foram 

desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100º - 100º 

- 100º - 90º - 70° GL). A recuperação antigênica foi realizada através da imersão 

das lâminas histológicas em tampão citrato (Spring Bioscience, Pleasanton, CA, 

EUA), em câmara pressurizada (Decloaking chamber®, Biocare Medical, Concord, 

CA, EUA) a 95°C, por 20 minutos. No final de cada etapa da reação 

imunoistoquímica, as lâminas histológicas foram lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4. 

Posteriormente, as lâminas foram imersas em 3% de peróxido de hidrogênio por 1 

hora e 1% de soro albumina bovino por 12 horas para bloqueio da peroxidase 

endógena e bloqueio dos sítios inespecíficos, respectivamente.  

As lâminas contendo amostras de cada grupo experimental foram divididas 

em 5 lotes, cada um dos quais foi incubado com um dos seguintes anticorpos 

primários: anti-RUNX-2 do rato gerado em coelho (SC-10758, Santa Cruz 

Biotechnology®), anti-OCN do rato gerado em cabra (SC-18319; Santa Cruz 

Biotechnology®), anti-OPG do rato gerado em cabra (SC-8468, Santa Cruz 

Biotechnology®), anti-RANKL do rato gerado em cabra (SC-7628, Santa Cruz 

Biotechnology®), e anti-TRAP do rato gerado em cabra (SC-30833; Santa Cruz 

Biotechnology®).  

Os cortes foram incubados com anticorpo secundário biotinilado por 2 horas 

e, subsequentemente, tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase 

da raiz forte – HRP, por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin 

Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA).  

As revelações foram realizadas utilizando como cromógeno o 3,3’- 

tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, 

EUA). Foi realizada a contracoloração com Fast green, para RUNX-2 e com 

Hematoxilina de Harris, para OCN, OPG, RANKL e TRAP, e em seguida a 

desidratação em etanol, diafanização em xilol, e recobrimento com meio de 

montagem (Permount, Fisher Scientific, San Diego, CA, USA) e lamínulas de 

vidro. Como controle negativo, as amostras foram submetidas aos procedimentos 

descritos anteriormente, suprimindo-se a utilização do anticorpo primário. 



A análise imunoistoquímica foi realizada por um histologista certificado e 

cego aos tratamentos realizados. Foi efetuada uma análise semi-quantitativa 

utilizando-se de 1 secção histológica de cada animal, no aumento original de 400x. 

Ao padrão de imunomarcação foi atribuído um escore. O critério adotado para o 

estabelecimento dos escores foi baseado e modificado daqueles estabelecidos por 

Faria et al. (2008), onde: ESCORE 0 = ausência de imunomarcação; ESCORE 1 = 

baixo padrão de imunomarcação; ESCORE 2 = moderado padrão de 

imunomarcação; ESCORE 3 = alto padrão de imunomarcação.  

 

5.14. Densidade mineral óssea  

 

As tíbias foram colocadas sobre o densitômetro e submetidas à análise da 

densidade mineral óssea – DMO (g/cm2), área (cm2) e conteúdo mineral ósseo – 

CMO (g). A DMO foi mensurada pelo densitômetro de dupla emissão de raios-X 

(DXA), previamente calibrado conforme fabricante (modelo DPX-Alpha, 

Lunar® WI, USA), com software especial para pequenos animais acoplado a um 

computador.  

 

5.15. Ensaio mecânico 

 

As tíbias de todos os animais foram submetidas a ensaio mecânico, em 

máquina universal EMICâ, modelo DL 3000. A carga foi aplicada com velocidade 

de 2 mm/min e aplicação da força de 2000N, para determinação da força máxima 

e determinação posterior da rigidez óssea (N/mm) e energia absorvida até a força 

máxima (mJ), que foram calculadas a partir da curva obtida no ensaio. Os 

resultados foram registrados em sistema computacional pertencente ao próprio 

equipamento que fornece os valores de força x deformação. Para o cálculo da 

rigidez, foi determinada a parte da curva de força x deformação relativa à fase 



elástica do ensaio. A energia absorvida pelo osso foi obtida pela área sob a curva 

força x deformação até o ponto de força máxima (TURNER; BURR, 1993). 

 

5.15.1. Flexão de três pontos da tíbia 

 

As tíbias foram apoiadas em dois suportes (dois pontos), com distância de 

vão de apoio de 20 mm. A força foi aplicada nos ossos em um terceiro ponto, no 

meio geométrico entre os dois apoios (ensaio de flexão em três pontos) (TURNER; 

BURR, 1993). 

  

5.16. Microtomografia computadorizada 

   

As tíbias foram submetidas à avaliação tridimensional não destrutiva da 

arquitetura óssea, realizada por microtomógrafo computadorizado Skyscan 1174 

(Skyscan, Aartselaar, Bélgica). Todas as peças foram conduzidas com filtro de 

alumínio 0.5mm, 185° de rotação, 0.4° de passo, 50 kV e 800 µA de configuração 

da fonte. As tíbias foram posicionadas craniocaudalmente para a obtenção das 

fatias, com resolução de 16µm e 14 µm, respectivamente. A região de interesse 

de osso trabecular da tíbia foi manualmente interpolada e foram analisadas 50 

fatias na metáfise proximal da tíbia, 100 fatias abaixo da faixa de crescimento. A 

região de interesse do osso cortical da tíbia foi manualmente interpolada e foram 

analisadas 50 fatias na diáfise tibial, 350 fatias abaixo da faixa de crescimento.  

Cada peça foi reconstruída usando o software que acompanha o Skyscan 

(NRECON;Skyscan) e, para a análise tridimensional (3D), foi utilizado o software 

CTAn v.1.5.0 (Skyscan). Os parâmetros analisados no osso 

trabecular foram: fração de volume ósseo (BV/TV - %); número 

de trabéculas (Tb.N - mm-1); espessura trabecular (Tb.Th - mm); conectividade 



trabecular (Tb.Pf); índice de modelo estrutural (SMI) e separação trabecular 

(Tb.Sp - mm). A BV/TV equivale ao volume ósseo da amostra sobre o volume total 

da amostra; o Tb.N equivale ao número de trabéculas por unidade de 

comprimento; a Tb.Th equivale à espessura das trabéculas; a Tb.Pf equivale à 

conexão da estrutura trabecular; a SMI indica a predominância de placas ou 

bastonetes na estrutura trabecular; e a Tb.Sp equivale à espessura das cavidades 

contendo medula óssea (BOUXSEIN et al., 2010; DA SILVA, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5.17. Fluxograma metodológico 

 

 

Figura 6 - Fluxograma da metodologia. 

 

5.18. Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas por análise de variância com 2 

fatores - ANOVA two way (pinealectomia e exercício resistido), seguida pelo teste 

de Bonferroni. Nas análises de expressão de RNAm de GAPDH, atrogin-1, 

MuRF1, IGF-1 e miostatina foi utilizado o teste t de student. O mesmo teste foi 

utilizado nas análises de fosforilação proteica de tubulina, Akt1 e SMAD 2/3. 

Todos os valores foram apresentados como média ± EPM. O nível de significância 

adotado foi, pelo menos, p<0,05. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 



6. RESULTADOS 

 

6.1. Parâmetros antropométricos 

 

Os animais CNEX e PNX apresentaram diminuição significativa no peso 

corporal final quando comparados aos animais do grupo CNS (p<0,001). Os 

animais PNXEX também apresentaram redução significativa no peso corporal em 

relação aos animais CNS (p<0,0001) e aumento significativo no peso absoluto e 

relativo do osso quando comparados aos animais CNS e PNX (p<0,0001). Os 

animais CNEX apresentaram aumento significativo para peso absoluto e relativo 

do osso quando comparados aos animais CNS e PNX (p<0,0001). Não houve 

diferenças significativas para peso corporal final CNEX vs. PNX, CNEX vs. PNXEX 

e PNX vs. PNXEX (p<0,05). Também não houve diferenças significativas para 

peso absoluto e relativo do osso entre os grupos CNS vs. PNX e CNEX vs. 

PNXEX (p<0,05). Por fim, não houve diferenças significativas entre os grupos 

CNS, CNEX, PNX e PNXEX para peso inicial, ingestão alimentar, peso absoluto e 

peso relativo dos músculos extensor digitorum longus (EDL), gastrocnêmio (GAS) 

e sóleo (SOL) e peso absoluto e relativo dos tecidos adiposos branco 

periepididimal (TABP) e retroperitoneal (TABR) (p<0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabela 1 – Parâmetros antropométricos dos animais dos grupos controle (CNS), 

exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado 

(PNXEX).  

 CNS CNEX PNX PNXEX 

Peso corporal inicial (g) 261,75±33,82 268,75±25,30 270,42±22,22 268,92±21,47 

Peso corporal final (g) 492,00±48,42 425,83±34,00*** 415,83±39,84*** 404,50±30,64**** 

Ingestão alimentar (g) 68,48±3,97 72,58±5,24 71,64±5,07 71,28±4,14 

Peso absoluto GAS (g) 2,63±0,27 2,78±0,30 2,62±0,17 2,73±0,26 

Peso relativo GAS (g) 0,52±0,04 0,53±0,03 0,50±0,04 0,54±0,02 

Peso absoluto EDL (g) 0,22±0,03 0,24±0,03 0,22±0,04 0,24±0,02 

Peso relativo EDL (g) 0,04±0,01 0,05±0,01 0,04±0,00 0,05±0,01 

Peso absoluto SOL (g) 0,24±0,03 0,25±0,06 0,2v 5±0,04 0,26±0,05 

Peso relativo SOL (g) 0,05±0,01 0,05±0,01 0,05±0,01 0,05±0,01 

Peso absoluto TABP (g) 6,87±1,38 7,65±2,09 8,37±3,26 6,37±1,69 

Peso relativo TABP (g) 1,26±0,45 1,56±0,39 1,68±0,57 1,29±0,30 

Peso absoluto TABR (g) 8,26±1,81 7,03±1,68 7,33±2,53 5,68±0,94 

Peso relativo TABR (g) 1,64±0,23 1,37±0,32 1,53±0,55 1,19±0,25 

Peso seco absoluto tíbia (g) 0,56±0,06 0,92±0,14**** 0,55±0,08 0,95±0,14**** 

Peso seco relativo tíbia (g) 0,11±0,01 0,17±0,02**** 0,12±0,01 0,21±0,08**** 

 

Valores expressos como média ± EPM, ANOVA (Two-way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n=10 

(***p<0,001 vs. CNS; ****p<0,0001 CNS vs. PNXEX; CNS vs. CNEX; PNX vs. CNEX; PNX vs. PNXEX;). 

 

6.2. Capacidade máxima de geração de força voluntária 

 

A figura 7 representa a capacidade máxima de geração de força voluntária 

(CMGFV) dos grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX. Houve diferença significativa 

entre os grupos CNS vs. CNEX, PNX vs. PNXEX, CNS vs. PNXEX e CNEX vs. 

PNX (p<0,0001). Não houve diferença significativa entre os grupos CNS vs. PNX e 



CNEX vs. PNXEX (p<0,05). Os resultados demonstram a eficácia da prática de 

exercício resistido no aumento de força muscular. 
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Figura 7 – Capacidade máxima de geração de força voluntária nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), 

pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores expressos como média ± EPM, ANOVA (Two-

way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n=10 (****p<0,0001 CNS vs. CNEX; PNX vs. PNXEX; CNS vs. 

PNXEX; CNEX vs. PNX). 

 

6.3. Teste de tolerância à insulina (ITT) 

 

Na figura 8, estão representados os valores de glicemia dos animais dos 

grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX nos tempos 0 (basal), 5, 10, 15, 20, 25 e 30 

minutos após administração de insulina. No tempo 0 houve diferenças 

significativas entre os grupos: CNS vs. PNX (p<0,001), CNS vs. PNXEX (p<0,01) e 

CNEX vs. PNX (p<0,01). No tempo 5 houve diferença significativa entre os grupos 

CNS vs. PNX (p<0,05). No tempo 10 houve diferenças significativas entre os 

grupos: CNS vs. PNX (p<0,01), PNX vs. PNXEX (p<0,05) e CNEX vs. PNX 

(p<0,01). No tempo 15 houve diferenças significativas entre os grupos: CNS vs. 

PNX (p<0,05) e PNX vs. PNXEX (p<0,01). No tempo 20 houve diferença 

significativa entre os grupos CNEX vs. PNX (p<0,01). Nos tempos 25 e 30 não 

foram observadas diferenças significativas entre os grupos CNS, CNEX, PNX e 

PNXEX (p<0,05) (Figura 8a). Para a área abaixo da curva de glicemia no ITT, os 



animais PNX apresentaram aumento em relação aos animais CNS e CNEX 

(p<0,001), e os animais PNXEX apresentaram diminuição quando comparados 

aos animais PNX (p<0,01). Não foram observadas diferenças significativas para a 

área abaixo da curva de glicemia no ITT entre os grupos CNS vs. CNEX, CNS vs. 

PNXEX e CNEX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 8b). O Kitt não apresentou 

diferenças significativas entre os grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX (p<0,05) 

(Figura 8c). Os resultados demonstram o efeito do ER na prevenção da resistência 

à insulina causada pela pinealectomia.   

 

 

Figura 8 – (a) Glicemia, (b) área abaixo da curva e (c) Kitt nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), 

pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores expressos como média ± EPM, ANOVA (Two-

way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n=10 ($p<0,001 CNS vs. PNX; #p<0,01 CNS vs. PNXEX; &p<0,05 

CNS vs. PNX; =p<0,01  CNEX vs. PNX; +p<0,01 CNS vs. PNX; %p<0,05 PNX vs. PNXEX; @p<0,01 PNX vs. PNXEX; 

***p<0,001 CNS vs. PNX; CNEX vs. PNX; **p<0,01 PNX vs. PNXEX). 

 

 

 

 

 



6.4. Teste de resistência à insulina 

 

A figura 9 apresenta os valores de (a) glicose plasmática (mmol/L), (b) 

insulina plasmática (µUI/mL) e (c) índice HOMA-IR dos grupos CNS, CNEX, PNX 

e PNXEX. Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos CNS, 

CNEX, PNX e PNXEX para a glicose plasmática (p<0,05) (Figura 9a). Os animais 

PNX apresentaram aumento significativo para insulina plasmática quando 

comparados aos animais CNS e CNEX (p<0,05). Não houve diferenças 

significativas para insulina plasmática entre os grupos CNS vs. CNEX, CNS vs. 

PNXEX, CNEX vs. PNXEX e PNX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 9b). Os animais 

PNX apresentaram aumento significativo para HOMA-IR quando comparados aos 

animais CNS (p<0,05) e CNEX (p<0,001). Os animais PNXEX apresentaram 

redução significativa nos valores de HOMA-IR quando comparados aos animais 

PNX (p<0,01). Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos 

CNS vs. CNEX, CNS vs. PNXEX e CNEX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 9c). Os 

resultados apontam efeito protetor do ER sobre a resistência à insulina observada 

em decorrência da pinealectomia. 
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Figura 9 – (a) Glicose plasmática, (b) insulina plasmática e (c) índice HOMA-IR nos animais dos grupos controle (CNS), 

exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores expressos como média ± 

EPM, ANOVA (Two-way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n = 10 (*p<0,05 CNS vs. PNX; CNEX vs. 

PNX; **p<0,01 PNX vs. PNXEX; ***p CNEX vs. PNX). 

 

 

 

 



6.5. Expressão gênica de GLUT4 em tecido muscular esquelético 

 

 A figura 10 apresenta a expressão (RNAm) de GLUT4 em EDL de animais 

CNS, CNEX, PNX e PNXEX. O grupo PNXEX apresentou aumento significativo na 

expressão de GLUT4 quando comparado aos animais PNX (p<0,01). Não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos CNS vs. CNEX, CNS vs. PNX, 

CNS vs. PNXEX, CNEX vs. PNX e CNEX vs. PNXEX (Figura 10). Os resultados 

apontam efeito do ER no aumento na expressão de GLUT4 em animais 

pinealectomizados.      
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Figura 10 – Expressão de GLUT4 no músculo esquelético nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), 

pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores expressos como média ± EPM, ANOVA (Two-

way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n = 10 (**p<0,01 PNX vs. PNXEX).  

 

 

6.6. Expressão gênica de TNF-α em tecido muscular esquelético 

 

 A figura 11 apresenta aumento na expressão (RNAm) de TNF-α em EDL de 

animais PNX em comparação aos grupos CNS e CNEX (p<0,05). Não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos CNS vs. CNEX, CNS vs. 

PNXEX e CNEX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 11). Os resultados indicam efeito 

protetório do ER no aumento de TNF-α no músculo esquelético em decorrência da 

pinealectomia. 
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Figura 11 – Expressão TNF-α no músculo esquelético nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), 

pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX).  Valores expressos como média ± EPM, ANOVA (Two-

way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n = 10 (*p<0,05 CNS vs. PNX; CNEX vs. PNX). 

 

6.7. Análise morfológica do tecido muscular esquelético 

 

A figura 12 apresenta imagens da área da secção transversal (AST) do 

músculo EDL nos animais dos grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX. 



 

Figura 12 - Coloração H&E das secções do músculo esquelético nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado 

(CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX), n = 10. Barra, 100 μm.  

 

A AST diminuiu de forma significativa nos animais PNX quando 

comparados aos animais do grupo CNS (p<0,05), nos animais PNXEX quando 

comparados aos animais CNEX (p<0,01) e nos animais PNXEX quando 

comparados aos animais CNS (p<0,0001). Não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos CNS vs. CNEX, CNEX vs. PNX e PNX vs. PNXEX 

(p<0,05) (Figura 13).  
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Figura 13 – Área de secção transversa do músculo esquelético nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), 

pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX).  Valores expressos como média ± EPM, ANOVA (Two-

way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n = 10 (*p<0,05 CNS vs. PNX; **p<0,01 CNEX vs. PNXEX; 

****p<0.0001 CNS vs. PNXEX). 

  

O histograma da figura 14 representa a frequência de distribuição das áreas 

de secção transversa no tecido muscular esquelético dos grupos CNS, CNEX, 

PNX e PNXEX.  

 

Figura 14 - Frenquência de distribuição das áreas das fibras musculares nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado 

(CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores expressos como média ± EPM, ANOVA 

(Two-way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n = 10. CNS = 3186.9 ± 1509.6 µm2; CNEX = 2828.3 ± 

1329.5 µm2; PNX = 2689 ± 1408.1 µm2; PNXEX = 2166.3 ± 1026.2 µm2. 

 



6.8. Expressão e fosforilação de proteínas associadas à perda de massa 

muscular esquelética 
 

De acordo com as figuras 12, 13 e 14, a prática do exercício físico não 

alterou, de forma significativa, a estrutura das fibras musculares, e não atuou na 

prevenção da atrofia observada em animais PNX e PNXEX. A partir desses 

resultados, as análises da expressão e fosforilação proteica foram realizadas 

somente nos grupos CNS e PNX. A figura 15 apresenta os valores da expressão 

de RNAm das proteínas atrogin-1 e MuRF1 no tecido muscular esquelético dos 

animais dos grupos CNS e PNX. Não houve diferença significativa entre os grupos 

CNS e PNX (p<0,05), indicando que a atrofia decorrente da pinealectomia é 

independente do aumento na expressão dos atrogenes atrogin-1 e MuRF1. 
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Figura 15 – Expressão de RNAm para (a) atrogin-1 e (b) MuRF1 no músculo esquelético nos animais dos grupos controle 

(CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores expressos como 

média ± EPM, teste t não pareado (GraphPad Prism 6.0), n = 10.   

 

A figura 16 representa os valores da expressão gênica de IGF-1 e 

fosforilação proteica de AKT no tecido muscular esquelético dos animais dos 

grupos CNS e PNX. Não houve diferença significativa entre os grupos CNS e PNX 

(p<0,05). O resultado sugere que a atrofia causada pela pinealectomia é 

independente da diminuição na sinalização da via da Akt.  

 

 

 



 

Figura 16 – (a) Expressão de RNAm de IGF-1 e (b) grau de fosforilação proteica de AKT1 no músculo esquelético nos 

animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). 

Valores expressos como média ± EPM, teste t não pareado (GraphPad Prism 6.0), n = 10.   

 

A figura 17 apresenta os valores da expressão de RNAm da miostatina e a 

fosforilação proteica de SMAD 2/3 no tecido muscular esquelético dos animais dos 

grupos CNS e PNX. Em ambas as análises, observou-se aumento significativo no 

grupo PNX quando comparado ao grupo CNS (p<0,05). O resultado indica que a 

atrofia em animais PNX está associada ao aumento na ativação da via da 

miostatina. 

 



 

Figura 17 – (a) Expressão de RNAm de miostatina e (b) grau de fosforilação proteica de SMAD 2/3 no músculo esquelético 

nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado 

(PNXEX). Valores expressos como média ± EPM, teste t não pareado (GraphPad Prism 6.0), n = 10. (*p<0,05 CNS vs. 

PNX).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6.9. Análise histológica de tecido ósseo 

 

A Figura 18 apresenta imagens da secção longitudinal do osso de animais  

 

 

 

 

Figura 18 Coloração H&E das secções do osso nos animais controle (CNS), exercitado (CNEX), 

pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado/exercitado (PNXEX), n=7. 

 

 Os animais do grupo CNEX apresentaram aumento significativo na ASL do 

osso quando comparados aos animais CNS (p<0,05). Os animais PNX apresentaram 



diminuição significativa na ASL quando comparados aos animais CNEX (p<0,01). 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos CNS vs. PNX, CNS 

vs. PNXEX e CNEX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 19). Os resultados sugerem efeito 

do ER no aumento da ASL em animais com a glândula pineal.  
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Figura 19 – Área de secção longitudinal do osso nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), 

pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores expressos como média ± EPM, ANOVA (Two-

way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n = 7 (*p<0,05 CNS vs. CNEX).  

 

6.10. Padrão de imunomarcação 

 

A técnica imunoistoquímica empregada para a detecção de RUNX-2, OCN, 

OPG, RANKL e TRAP mostrou alta especificidade na detecção de tais proteínas, a 

qual foi comprovada pela ausência total de marcação no controle negativo da 

reação. As células imunorreativas apresentaram uma coloração marrom escura 

confinada exclusivamente ao núcleo, no caso de RUNX-2, confinada 

exclusivamente ao citoplasma, no caso de TRAP, e confinada ao citoplasma e, em 

menor escala à matriz extracelular, no caso de OCN, OPG e RANKL. Para RUNX-

2 e para OPG prevaleceu um baixo padrão de imunomarcação para todos os 

grupos experimentais. Com relação à OCN, RANKL e TRAP prevaleceu um 

moderado padrão de imunomarcação nos grupos exercitados, CNEX e PNXEX, 

enquanto nos grupos CNS e PNX o padrão de imunomarcação foi baixo para tais 

biomarcadores. Os resultados indicam efeito do ER no aumento do metabolismo 

ósseo. 



 

 

Figura 20 – Imunomarcação para TRAP, RANKL, OPG, OCN e RUNX-2 em cortes longitudinais do osso nos animais dos 

grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). n = 7. 

 

6.11. Parâmetros morfológicos do tecido ósseo (micro-CT) 

 

A Figura 21 demonstra os parâmetros morfológicos da porção trabecular da 

tíbia dos animais dos grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX. Os animais CNEX 

apresentaram aumento significativo para BV/TV quando comparados aos animais 

CNS (p<0,05) (Figura 21a). Os animais PNX apresentaram redução significativa 

para BV/TV quando comparados aos animais CNEX (p<0,05) (Figura 21a). Os 



animais PNXEX apresentaram aumento significativo para BV/TV (p<0,01) (Figura 

21a) e Tb.N (p<0,05) (Figura 21b), e redução significativa para Tb.Sp (p<0,01) 

quando comparados aos animais PNX, e redução significativa para Tb.Sp (p<0,01) 

(Figura 21f) quando comparados aos animais PNX. Os animais PNXEX 

apresentaram aumento significativo para BV/TV (p<0,001) (Figura 21a) e Tb.N 

(p<0,01), e redução significativa para Tb.SP (P<0,01) (Figura 21f) quando 

comparados aos animais CNS. Não foram observadas diferenças significativas 

entre os grupos CNS vs. PNX e CNEX vs. PNXEX para BV/TV (p<0,05) (Figura 

21a). Também não houve diferenças significativas para Tb.N entre os grupos CNS 

vs. CNEX, CNS vs. PNX, CNEX vs. PNX e CNEX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 

21b); e para Tb.Sp entre os grupos CNS vs. CNEX, CNS vs. PNX, CNEX vs. PNX 

e CNEX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 21f). Não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX para Tb.Th (Figura 

21c), Tb.Pf (Figura 21d) e SMI (Figura 21e) (p<0,05). Os resultados indicam o 

efeito do ER na melhora da qualidade óssea em animais CNEX e PNXEX. A 

pinealectomia não promoveu alterações nos parâmetros morfológicos avaliados. 
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Figura 21 – (a) fração de volume ósseo - BV/TV; (b) número de trabéculas - Tb.N; (c) espessura trabecular - Tb.Th; (d) 

conectividade trabecular - Tb.Pf; (e) índice de modelo estrutural – SMI; (f) separação trabecular - Tb.Sp; e (g) imagens 

representativas das tíbias nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e 

pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores expressos como média ± EPM, ANOVA (Two-way) (GraphPad Prism 6.0) 

com pós-teste de Bonferroni, n = 10 (*p<0,05 CNS vs. CNEX; PNX vs. PNXEX; CNEX vs. PNX; **p<0,01 PNX vs. PNXEX; 

CNS vs. PNXEX; ***p<0,001 CNS vs. PNXEX). 

 

 

 

 

 



6.12.  Análise mineral óssea (Dual-energy X-ray absorptiometry – DEXA) 

 

A Figura 22 demonstra o conteúdo mineral ósseo (g), densidade mineral 

óssea (g/cm2) e área total (cm2) da tíbia dos animais dos grupos CNS, CNEX, PNX 

e PNXEX. Os animais CNEX (p<0,01) e PNX (p>0,05) apresentaram aumento 

significativo na DMO quando comparados aos animais CNS (Figura 22b). Não 

foram observadas diferenças significativas para DMO entre os grupos CNS vs. 

PNXEX, CNEX vs. PNX, CNEX vs. PNXEX e PNX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 

23b). Não foram encontradas diferenças significativas para os valores de CMO 

(Figura 22a) e área total (Figura 22c) entre os grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX 

(p<0,05).  
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Figura 22 – (a) Conteúdo mineral ósseo – CMO; (b) densidade mineral óssea – DMO; e (c) área total da tíbia nos animais 

dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores 

expressos como média ± EPM, ANOVA (Two-way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n = 10 (*p<0,05 CNS 

vs. CNEX; **p<0,01 CNS vc. CNEX). 

 

6.13. Análise mecânica (teste de três pontos) 

 

A Figura 23 demonstra os valores de força máxima (N), rigidez óssea 

(N/mm) e energia absorvida até a força máxima (mJ) da tíbia dos animais dos 

grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX. Os animais PNXEX apresentaram aumento 

significativo para força máxima (p<0,01) (Figura 23a) e rigidez óssea (p<0,05) 

(Figura 23b) quando comparados aos animais CNS. Os animais PNXEX também 

apresentaram aumento na força máxima quando comparados aos animais PNX 

(p<0,05) (Figura 23a). Não foram observadas diferenças significativas para força 

máxima entre os grupos CNS vs. CNEX, CNS vs. PNX, CNEX vs. PNX e CNEX 



vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 23a). Também não foram observadas diferenças 

significativas para rigidez óssea entre os grupos CNS vs. CNEX, CNS vs. PNX, 

CNEX vs. PNX, CNEX vs. PNXEX e PNX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 23b), e para 

a energia absorvida até a força máxima entre os grupos CNS, CNEX, PNX e 

PNXEX (p<0,05) (Figura 23c). Os resultados indicam melhoras em aspectos 

morfológicos em animais PNXEX e ausência de efeito da pinealectomia sobre os 

parâmetros avaliados. 
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Figura 23 – (a) força máxima; (b) rigidez óssea; e (c) energia absorvida até a força máxima da tíbia nos animais dos grupos 

controle (CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX).  Valores expressos 

como média ± EPM, ANOVA (Two-way) (GraphPad Prism 6.0) com pós-teste de Bonferroni, n = 10 (*p<0,05 PNX vs. 

PNXEX; CNS vs. PNXEX; **p<0,01 CNS vs. PNXEX). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussão 



7. DISCUSSÃO 

 

O ER promoveu aumento de: sensibilidade à insulina (pelo HOMA-IR), 

expressão de GLUT4 no músculo esquelético, capacidade máxima de geração de 

força voluntária, no peso seco absoluto e relativo do osso, padrão de 

imunomarcação para OCN, RANKL e TRAP, BV/TV, Tb.N e força máxima óssea, 

e diminuição de: glicemia em jejum, área abaixo da curva de glicemia no ITT e 

Tb.Sp em animais pinealectomizados.  

A dessincronização dos ritmos circadianos, decorrente da diminuição na 

concentração de melatonina, pode promover resistência à insulina (BUIJS et al., 

2013, CIPOLLA-NETO et al., 2014, LEPROULT et al., 2014, ESQUIROL et al., 

2012) e diabetes (ESQUIROL et al., 2009; PAN et al., 2011; IKA et al., 2013; 

GALE et al., 2011; BUXTON et al., 2012; YOUNG et al., 2013). Alguns estudos 

demonstraram que a pinealectomia promove resistência â insulina em ratos 

(ZANQUETTA et al., 2004; NOGUEIRA et al., 2011; PICINATO et al., 2002). 

Esses estudos corroboram os nossos resultados que demonstraram que a 

pinealectomia diminui a sensibilidade à insulina, pelo HOMA-IR. Ademais, o ER 

melhorou essa sensibilidade no grupo PNX. Em outros modelos de resistência à 

insulina, como obesidade (CHO et al. 2017) e síndrome metabólica (PANDA et al. 

2017), o exercício conseguiu reverter essa alteração na sensibilidade à insulina. 

Indivíduos resistentes à insulina e diabéticos apresentam altas 

concentrações de TNF-α no plasma (ZINMAN et al., 1999), tecido adiposo 

(HOTAMISLIGIL et al., 1995) e músculo esquelético (SAGHIZADEH et al., 1996). 

Sabe-se que o TNF-α apresenta ação inibitória sobre a fosforilação de IRS-1 e 

IRS-2 e subsequente bloqueio na ativação da PI3K, fosforilação da Akt (DE 

ALVARO et al., 2004). Concentrações elevadas de TNF-α foram previamente 

observadas no plasma (OZTEKIN et al., 2006), aorta (WANG et al., 2013) e cólon 

(POLIDAROVÁ et al., 2017) em animais pinealectomizados. Salientamos que o 

presente estudo foi o primeiro a verificar aumento expressivo de TNF-α no 

músculo esquelético, em decorrência da pinealectomia. Esse aumento no TNF-α 



no músculo esquelético pode ser um dos motivos do aumento na resistência à 

insulina em animais PNX quando comparados aos animais CNS. 

 Estudos demonstraram que o exercício crônico pode diminuir a 

concentração de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 no músculo esquelético (LIRA et al., 

2009). Após o ER, houve diminuição nos valores numéricos de expressão de TNF-

α no EDL de animais PNXEX em relação aos animais PNX, contudo essa 

diferença não foi significativa. Talvez a ausência de diferença significativa na 

diminuição na expressão de TNF-α em EDL de ratos PNXEX quando comparados 

aos animais PNX possa ser explicada pelo tempo relativamente curto (8 semanas) 

e pela intensidade moderada durante a prática de ER. Essa não alteração na 

expressão de TNF- α também foi observada entre os grupos CNS e CNEX.  

WATSON et al., (2017) observaram que, no início da prática de ER, ocorre 

aumento excessivo na expressão de citocinas pró-inflamatórias, como a TNF-α, 

em resposta às contrações musculares. Entretanto, após algum tempo de prática, 

essa resposta pró-inflamatória exacerbada desaparece. Por outro lado, 

ressaltamos que o ER promoveu uma certa melhora no parâmetro desta citocina 

no grupo PNXEX, pois não houve diferenças significativas de TNF-α entre os 

grupos PNXEX e CNS, como houve entre CNS e PNX.  

Outro parâmetro que pode estar relacionado à resistência à insulina é a 

expressão de GLUT4, pois estudos que utilizaram modelos de resistência à 

insulina, como animais obesos (SERAPHIN et al. 2001) e pinealectomizados 

(LIMA et al., 1998; ZANQUETTA et al., 2003), apresentaram diminuição na 

expressão desta proteína transportadora em tecido adiposo. A redução nos 

valores numéricos relacionados à expressão de GLUT4 no EDL de animais PNX 

quando comparados aos animais CNS não foi significativa. Nossos resultados 

corroboram o estudo de Zanquetta et al. (2003), o qual não observou alteração de 

GLUT4 em tecido muscular esquelético, apenas em tecido adiposo branco, em 

ratos pinealectomizados, conforme descrito acima (ZANQUETTA et al., 2003). 

Nossos resultados demonstraram que, após a prática de ER, os animais 

pinealectomizados (PNXEX) apresentaram aumento significativo na expressão de 



GLUT4 em EDL quando comparados aos animais PNX. Sabe-se que o exercício 

pode promover aumento de GLUT4 em animais com resistência à insulina, como 

por exemplo, ratos obesos e diabéticos. Na literatura há trabalhos que 

demonstram aumento de GLUT4 no gastrocnêmio de ratos obesos e diabéticos 

submetidos a 8 semanas de ER em escada, com sobrecarga inicial de 50% de 

1RM e final de 80% de 1RM (KIM et al., 2015). O aumento na expressão de 

GLUT4 como resultado das contrações musculares foi demonstrado no GAS de 

ratos adultos saudáveis submetidos à estimulação elétrica (KOHEI et al., 2016). 

Entretanto, no grupo CNS, o ER não promoveu alterações nesse parâmetro, 

devido as mesmas razões já discutidas acima com relação ao tipo e duração de 

exercício utilizado. Salientamos que o presente estudo foi pioneiro em verificar o 

efeito do ER no aumento na expressão de GLUT4 em músculo esquelético de 

animais pinealectomizados.  

Acredita-se que o ER seja o tipo de exercício mais eficaz na melhora da 

sensibilidade à insulina, já que o mesmo é mais propenso a aumentar a massa 

muscular e, em consequência, gerar maior espaço de armazenamento para 

glicose (IVY, 2002). Entretanto, o ER proposto no presente estudo não aumentou 

a área de secção transversa no EDL em animais exercitados (CNEX e PNXEX) 

quando comparados aos seus controles (CNEX e PNX). Esses resultados estão 

de acordo com os achados de Kim et al. (2015), os quais não verificaram aumento 

na área de secção transversa do GAS de animais submetidos, ou não, a 8 

semanas de ER em escada (frequência de 3 sessões semanais; volume de 1 série 

de 10 repetições, com intervalos de 2 minutos; intensidade inicial 50% de 1RM e 

intensidade final 80% de 1RM) (KIM et al., 2015). Em contrapartida, animais 

submetidos a 26 semanas de ER em escada (frequência de 4 sessões semanais; 

volume de 1 série de 12 a 15 repetições, sem intervalos; intensidade de 1 RM) 

apresentaram hipertrofia de fibras musculares no EDL, SOL, plantar e reto femoral 

(DUNCAN et al., 1998). Em humanos, esse aumento na área de secção 

transversa das fibras musculares esqueléticas pode ser verificado após 3 a 6 

meses de ER (BAECHLE; EARLE, 2000), praticado em intensidade mínima de 

60% de 1RM (SCHOENFELD, 2013). Sugerimos que, no presente estudo, a 



ausência de respostas hipertróficas no EDL de animais CNEX e PNXEX quando 

comparados aos animas CNS e PNX pode ter ocorrido devido ao curto período de 

treinamento ou à baixa frequência, volume e intensidade de ER.  

A atrofia muscular esquelética somente foi observada em animais PNX 

quando comparados aos animais CNS. Não foram encontrados estudo sobre o 

efeito da pinealectomia sobre a alteração muscular esquelética. Assim como a 

resistência à insulina, essa atrofia pode ter sido decorrente do aumento na 

expressão de TNF-α no EDL de animais PNX quando comparados aos animais 

CNS. Estudos sugerem que a expressão aumentada de TNF-α no músculo 

esquelético pode resultar em atrofia pela ativação da via TNF-α  IkB kinase 

(IKK)  nuclear fator kappa B (NFkB)  TNF receptor associated factor 6 

(TRAF6) (BODINI; SANDRI, 2013).  Animais knockout para TRAF6 apresentaram 

resistência à perda de massa muscular induzida por desnervação (KUMAR et al., 

2012), câncer (PAUL et al., 2010) e jejum (PAUL et al., 2012). Além disso, sugere-

se que a ação inibitória da IKK sobre a PI3K pode bloquear a síntese de proteínas 

(BONALDO; SANDRI, 2013).  

A PI3K participa tanto na promoção do crescimento muscular, pela 

estimulação da via IGF-1–PI3K–Akt–mTOR, quanto na supressão da proteólise, 

através da modulação negativa de atrogin-1 e MuRF1, pela ativação da via IGF-1–

PI3K–Akt–FOXO (BODINE et al., 2001b; SCHIAFFINO et al., 2013). Outros 

modelos experimentais, como animais em desuso (MORALES et al., 2016) ou 

destreinados (SHENKMAN et al., 2015), apresentaram diminuição na atividade da 

via da Akt. E em animais imobilizados, desnervados, suspensos pela cauda e 

submetidos ao jejum e à transecção da medula espinhal foi observado aumento na 

expressão de atrogin-1 e MuRF1 (BODINE et al., 2001a). Estes mesmos 

resultados foram observados em pacientes com doença renal crônica, 

insuficiência cardíaca, septicemia, diabetes, fumantes e alcoólicos (BODINE et al., 

2001a). Entretanto, a atrofia muscular esquelética observada em animais PNX 

quando comparados a animais CNS mostrou ser independente da modulação da 

via da Akt e também do aumento na expressão de atrogin-1 e MuRF1. 



Outra via relacionada à atrofia muscular esquelética é composta pela 

miostatina e SMAD2/3. O aumento na regulação dessa via promove degradação 

proteica de forma totalmente independente do aumento na expressão de MuRF1 e 

pouco dependente do aumento na expressão de atrogin-1 (SARTORI et al., 2009), 

podendo atuar na diminuição da síntese de proteínas pelo bloqueio das SMADs na 

ativação da via IGF1-PI3K-Akt, permitindo aumento na expressão da FoxO1 e 

consequente aumento na expressão de atrogin-1 (BONALDO; SANDRI, 2013). A 

inibição da via da miostatina mostrou ser suficiente na promoção de crescimento 

muscular (SARTORI et al., 2009; WELLE et al., 2007; WHITTEMORE et al., 2003), 

demonstrando eficácia no tratamento de miopatias, como distrofia muscular de 

Duchenne (MORINE et al., 2010) e esclerose amiotrófica lateral (MORRISON et 

al., 2009), assim como na prevenção de atrofia por desuso (TANDO et al., 2016). 

No presente estudo, tanto a expressão de miostatina quanto o grau de fosforilação 

de SMAD 2/3 estavam aumentados no músculo esquelético de animais PNX 

quando comparados aos animais CNS. A atrofia muscular esquelética causada 

pela pinealectomia demonstrou estar diretamente relacionada a esse aumento na 

ativação da via da miostatina e ser independente de alterações na via da Akt e na 

expressão de atrogin-1 e MuRF1.  

A atrofia muscular esquelética pode vir acompanhada de perda de massa 

óssea (RILEY; ESSER, 2017). Estudos recentes demonstraram que a inibição da 

via da miostatina no músculo esquelético aumenta a massa óssea em 

camundongos (BIALEK et al., 2014). Além disso, a inibição do receptor de 

miostatina (ActRIIB) nos osteoblastos aumentou a formação óssea, também em 

camundongos (PARK et al., 2006). Pesquisas que avaliaram o efeito da 

pinealectomia sobre o tecido ósseo em roedores apontaram desenvolvimento de 

escoliose (OYAMA et al., 2006) e aumento nos marcadores serum alkaline 

phosphatase (ALP), carboxyterminal propeptide type I procollagen (PICP) e 

carboxyterminal telopeptide type I collagen (ICTP) de reabsorção óssea 

(OSTROWSKA et al., 2003). Entretanto, o aumento na DMO em animais PNX 

quando comparados aos animais CNS foi a única alteração óssea observada no 

presente estudo, em decorrência da pinealectomia. Acreditamos que essa 



alteração corresponde a um mecanismo de compensação do osso, na tentativa de 

manter os valores ideais para DMO. Também sugerimos que a ausência de 

alterações nos demais parâmetros avaliados em tecido ósseo pode estar 

associada à pouca idade dos animais, já que nos estudos de Oyama et al. (2006) 

e Ostrowska et al. (2003), animais pinealectomizados com mais idade 

apresentaram perda na qualidade óssea.   

A prática de ER promoveu melhora na qualidade óssea verificada por 

alterações morfológicas (aumento em ASL, BV/TV e DMO) e metabólicas 

(aumento no padrão de imunomarcação para TRAP, OCN e RANKL) em animais 

CNEX quando comparados aos animais CNS. Esses resultados estão de acordo 

com estudos que demonstram a influência do ER no favorecimento da arquitetura 

e remodelamento ósseo (MENKES et al., 1993). Essa melhora na qualidade óssea 

também foi verificada em animais PNXEX quando comparados aos animais PNX 

por mudanças morfológicas (aumento em BV/TV e Tb.N e diminuição em Tb.Sp), 

metabólicas (aumento no padrão de imunomarcação para TRAP, OCN e RANKL) 

e funcionais (aumento na força máxima). Além do ER, o aumento de OCN em 

animais PNXEX quando comparados aos animais PNX também pode estar 

associado à melhora na sensibilidade à insulina nestes mesmos animais. Estudos 

demonstram que roedores knockout para OCN (Ocn-/-) apresentaram 

hiperglicemia, intolerância à glicose, diminuição em: células β-pancreáticas, 

secreção insulínica, sensibilidade à insulina e expressão de adiponectinas, e 

aumento em: massa gorda e triglicérides. Ademais, a administração de OCN 

recombinante melhorou a intolerância à glicose e aumentou a expressão de 

insulina em células β-pancreáticas (LEE et al., 2007).  

O maior número de alterações observado nos animais PNXEX quando 

comparados aos animais PNX do que o grupo CNEX quando comparado ao grupo 

CNS segure que os animais submetidos à pinealectomia são mais sensíveis à 

melhora na qualidade óssea promovida pela prática de ER. Salientamos que o 

presente estudo foi o pioneiro em avaliar o efeito do ER sobre o tecido ósseo em 

animais pinealectomizados. Também não foram encontrados registros sobre o 



efeito da prática de exercícios físicos sobre o tecido ósseo em indivíduos com 

inversão do ciclo claro-escuro.   

Em resumo, os resultados do presente estudo indicam resistência à insulina 

promovida pela supressão na produção de melatonina pela glândula pineal. 

Sugerimos que o desenvolvimento da resistência à insulina está relacionado ao 

aumento na expressão de TNF-α em músculo esquelético. O ER melhorou o perfil 

da expressão de TNF-α em animais pinealectomizados, manteve concentrações 

adequadas de glicose e insulina, prevenindo o desenvolvimento da resistência à 

insulina causada pela pinealectomia. A pinealectomia também promoveu atrofia 

muscular esquelética. Essa atrofia mostrou estar associada a ativação da via da 

miostatina, podendo também estar relacionada ao aumento na expressão de TNF-

α, sendo independente de alterações na expressão de atrogin-1 e MuRF1 e de 

modulações na via da Akt. O ER não preveniu a atrofia muscular esquelética 

causada pela pinealectomia. Contudo, aumentou a capacidade de geração de 

força máxima em animais com e sem pineal, além de melhorar a qualidade óssea 

nos mesmos. A pinealectomia não promoveu qualquer prejuízo no tecido ósseo. 

Por outro lado, o ER melhorou a qualidade óssea tanto nos animais controle e 

pinealectomiados.  

Portanto, os principais resultados desse estudo apontam o efeito da 

pinealectomia na promoção de resistência à insulina e atrofia muscular 

esquelética, e o efeito do ER na prevenção da resistência à insulina causada pela 

pinealectomia e melhora na qualidade óssea e alguns parâmetros no tecido 

muscular, como o TNF-α e GLUT4. Para prevenção da atrofia muscular em 

indivíduos que apresentam inversão no ciclo claro-escuro, sugerem-se adaptações 

no volume, frequência, duração e/ou intensidade de treinamento.   
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8. CONCLUSÃO 

 

Confirmando nossa hipótese, o ER preveniu os danos causados pela 

pinealectomia na sensibilidade à insulina e nos parâmetros ósseo e muscular. Em 

contrapartida, o ER não promoveu alterações na atrofia muscular em animais 

pinealectomizados. Por fim, a pinealectomia não promoveu prejuízo em tecido 

ósseo e o ER promoveu melhora nesse tecido tanto no grupo controle como no 

grupo pinealectomizado. Portanto, concluímos que a melatonina tem grande 

importância no controle da glicemia e manutenção da qualidade óssea e muscular. 

A prática de ER preveniu a resistência à insulina causada pela supressão na 

produção de melatonina pela glândula pineal, além de melhorar a qualidade no 

osso e no músculo. É possível que a realização do treinamento resistido, proposto 

no presente estudo, possa servir como alternativa não-farmacológica na 

diminuição das chances de desenvolvimento de resistência à insulina em 

indivíduos expostos à luz em período noturno, como trabalhadores noturnos. A 

prática desse tipo de exercício também pode melhorar a qualidade óssea em 

indivíduos que apresentam dessincronização dos ritmos circadianos, ou não.  
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