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BENITES, M. L. Efeito do treinamento resistido sobre a sensibilidade a
insulina, musculo esquelético e tecido 6sseo em ratos pinealectomizados.
2017. 127 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” — Programa de POs-Graduacdo Multicéntrico em Ciéncias
Fisiologicas - Sociedade Brasileira de Fisiologia - SBFiS, Aracatuba - SP, 2017.

RESUMO

Produzida pela glandula pineal exclusivamente em periodo noturno e na
escuriddo, a melatonina apresenta papel fundamental na sincronizagéo dos ritmos
circadianos com o ciclo claro-escuro do meio ambiente. A exposi¢ao a luz suprime
a sintese e secrecdo de melatonina pela glandula pineal, podendo prejudicar a
acao insulinica em células do musculo esquelético. O transporte ineficiente de
glicose no musculo esquelético pode promover atrofia, geralmente acompanhada
por perda de massa 0ssea. Resisténcia a insulina, atrofia muscular esquelética e
perda de massa 6ssea sdo efeitos patolégicos que podem ser prevenidos ou
atenuados pela prética regular de exercicios fisicos. O objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito do exercicio resistido (ER) sobre a sensibilidade a insulina e
manutencdo da musculatura esquelética e tecido O0sseo em ratos
pinealectomizados. 40 ratos Wistar machos foram distribuidos, aleatoria 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 sessdes semanais (em dias nao
consecutivos), 9 repeticdes por sesséo e intervalo de tempo de 2 minutos entre as
repeticbes. O teste de forca maxima foi realizado a cada 2 semanas e a
intensidade selecionada foi 60% de 1 repeticdo maxima (1RM). Apds o periodo de
treinamento, os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a insulina. Apés
o sacrificio, amostras de sangue foram coletadas para fosforilagdo da glicemia e
insulinemia. A partir destes valores, a resisténcia a insulina foi calculada pelo
indice HOMA-IR. O célculo da area de seccédo transversa do extensor digitorum
longus (EDL) foi realizado a partir da andlise histolégica, utilizando o software
IMAGEJ. Também foram avaliadas a expressao génica e fosforilacdo de proteinas
presentes nas vias de manutencdo do muasculo esquelético: GLUT4, TNF-q,
atrogin-1, MuRF1, IGF-1, Aktl, miostatina e SMAD2/3. O calculo da éarea do
trabeculado 6sseo esponjoso inferiormente a linha epifisial da tibia foi realizado a
partir da andlise histoldégica em cortes longitudinais, utilizando o software IMAGEJ.
Os parametros morfolégicos do tecido ésseo foram avaliados por micro-CT; a
analise mineral 0ssea foi avaliada pelo Dual-energy X-ray absorptiometry — DEXA
e analise mecanica foi avaliada pelo teste de trés pontos. As analises estatisticas
foram realizadas por analise de variancia com 2 fatores - ANOVA two way,
seguida pelo teste de Bonferroni, ao nivel de significancia de 5%. A pinealectomia



promoveu resisténcia a insulina e aumento na expressdo de TNF-a em animais
PNX. A pratica de exercicios resistidos atuou na prevencdo da resisténcia a
insulina pelo aumento na expressdao de GLUT4 em animais PNXEX. A
pinealectomia também promoveu atrofia muscular esquelética nos grupos PNX e
PNXEX. A prética de exercicios resistidos, realizada pelo periodo de tempo,
frequéncia e intensidade selecionados, nédo 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 expressado génica de miostatina
e fosforilagéo proteica de SMAD2/3 em relacdo aos grupos CNS e CNEX. Nao
houve diferenca na expressdo génica e fosforilagdo das demais proteinas
analisadas entre os grupos estudados. Os resultados sugerem que a atrofia
muscular esquelética, observada nos grupos PNX e PNXEX, esta relacionada ao
aumento na ativacao da via da miostatina e, quem sabe, ao aumento de TNF-a em
musculo esquelético. O aumento da DMO em animais PNX foi tomado como um
mecanismo protetivo do o0sso. O exercicio resistido promoveu melhora da
gualidade dssea em animais pinealectomizados ou ndo. O presente estudo
demonstrou que a prética regular de exercicios resistidos (60% de 1 RM) preveniu
a resisténcia a insulina em animais pinealectomizados e melhorou a qualidade
O0ssea em animais com e sem pineal. A partir desses resultados podemos aventar
gue o exercicio fisico, em trabalhadores noturnos, pode melhorar a sensibilidade a
insulina e auxiliar na manutencéo do tecido 6sseo.

Y

Palavras-chave: Fibra muscular. Melatonina. Resisténcia a insulina. Musculo
esquelético. Osso e 0Ssos.



BENITES, M. L. Effect of resistance training on sensitivity to insulin, skeletal muscle
and bone tissue in pinealectomized rats. 2017. 127 f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Programa de
Pés-Graduacao Multicéntrico em Ciéncias Fisiologicas - Sociedade Brasileira de Fisiologia
- SBFiS, Aracatuba - SP, 2017.

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-a, atrogin-1, MuRF1,
IGF-1, Aktl, 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-a 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-a 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.



SUMARIO

O [V 1 201607 @ 1T 24
2. JUSTIFICATIVA Lottt ettt et s bt sttt et esb e sbe e sate st e e b e e beesbeesneeeneeenneens 34
B OBJETIVO ettt st st ettt e s bt e s bt e sat e et e b e be e s beesreeeaeeereens 36
B HIPOTESE ..oeuceieeeiaeiseise ettt bbb 38
5. MATERIAIS E METODOS .....oooivieieieiiieeeteeeteteeeeete ettt esseaesessssasssassesesesssessssssssssssssssseseseseseens 40
5L ANIMAIS ittt a e s e e e s 40
I 1 T=E 1 1= Tor o] o o 1T I TP PP UTOUPTRR 40
5.3. Avaliacdo do consumo de racdo e evolugdo da massa corporal dos animais..........ccccuuueeee. 41
5.4, EXEICICIO fISICO uvtiuttetiestee ittt ettt ettt e sb e sae e st bt et e bt e sbeesmeesaneenneens 41
5.5. Teste de tolerancia @ inSUliNa (ITT) ..eeeecciiie et et e e eaaae e 44
5.6. Coleta de sangue, tecido muscular € teCid0 OSSEO ........uvveeeeeeeeiiiiiiiieeee et 44
I N o] o Tol=T Y 4 - Tolo R o [ g F- | A or- LSS 45
5.7.1. (G 1ol 11T PRSI PPTOPROPRRPRRPIO 45
5.7.2. INSULNING .ttt ettt et e st e e st e s bt e s sateesabeeesabeesabeesabeeesabeesneean 46
5.8. Analise da resisténcia @ iNSUIING.....c...cocuieeiiiiiiie e 46
5.9. Histologia do tecido muscular @SQUEIELICO .....cuvviiieciiiiicciee e 46
5.10. Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) do tecido muscular esquelético........ 47
5.11. Extracao proteica @ Western BIOttING ..........ccueeeecueeeieciieeieiieeecccree e esaee e sveee s 48
5.12. Analise histoldgica de tecido GSSEO0.......ciiiiiiiiiiiiiee e 48
5.13. Método imunoistoquimico para deteccdo de RUNX-2, OCN, OPG, RANKL e TRAP...... 48
5.14. Densidade MINEral GSSEa .....cccceieiriiiiiiiieie ettt s 50
5.15. ENSQI0 MECANICO ...cutiiiieiieiiereere ettt st sttt e s e 50
5.15.1. Flexdo de trés pontos da tihia ......ccceeeeciiieeeciiic e 51
5.16. Microtomografia computadorizada.........cocecviiieeiiiieeecee e 51
5.17. Fluxograma metodolOZICO........ccouciiiiiiciiieccieee ettt aaee s 53
5.18. ANAliSE ESTAtiSTiCa...cevueitieieeeesieee et 53

6. RESULTADOS ...ttt ettt ettt s s et e s e s s e e e s e e e e s mne e e e s mneeeesnneeeesnneneeas 55



6.1. Parametros aNtrOPOMETIICOS .. ueeeiiiieeeeiiieeeecieeeeeeteeeeeeteeeeeeteeeeeebeeeeesasaeeeeensseeaeeasseeeeansreeans 55

6.2. Capacidade mdaxima de geracdo de forga voluntaria........ccccceeeeeciiiiieeie e, 56
6.3. Teste de tolerancia a iNSUIING (ITT) .uueeiiiiiiiiiieeee e e e eeeba e e e e eeeasbeeeeeas 57
6.4. Teste de resiStENCia @ INSULING.....oc.ei it 59
6.5. Expressao génica de GLUT4 em tecido muscular esquelético .......ccoceveeeeeecciiiieeeeeeeeeeciinee, 60
6.6. Expressao génica de TNF-a em tecido muscular esquelético.......cooveeeeeeieecciiieeeee e, 60
6.7. Analise morfoldgica do tecido muscular esqUElBLICO .......ocevcuieieeiiieieciiee e 61

6.8. Expressao e fosforilacdo de proteinas associadas a perda de massa muscular esquelética. 64

6.9. Analise histolOgica de tECIAO OSSEO...cciiuiiiiiiciiie ettt e e e s seaeee s 67
(RO To [ - To X o [<lT 0 a0 g o] 1 g F- [ oF- Lo To IS 68
6.11. Parametros morfoldgicos do tecido 8ss€0 (MICrO-CT)....ccccccuereeeciiieeeeiiieeeccireeeeeire e e 69
6.12. Andlise mineral 6ssea (Dual-energy X-ray absorptiometry — DEXA).......cccceeevvevveercveeennen. 72
6.13. Andlise mecanica (teste de trés PONTOS) ...cccuiiiiiciiiieieiiiee e e aae e 72
7. DISCUSSAD ...ttt 75
8. CONCLUSAD ...ttt bbbttt 83
9. REFERENCIAS ....ovieieieieeeeeeeeete ettt ettt s ssasas s sttt es et et et esesstststssstesssasesesenenes 85
10, ANEXOS ..ottt ettt ettt et et h et be et be et et h e et e teeh e e beehe et e nbeeat e teebeetenteeaeeteas 100

10.1. Certificado de aprovacéo do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) 100






1. INTRODUCAO

A crescente exposicdo humana a iluminacédo artificial durante a noite esta
estritamente relacionada ao aumento do numero de trabalhadores noturnos
contratados por fabricas e empresas com o objetivo de oferecer a sociedade
moderna servicos 24 horas (ULHOA et al., 2015). Atualmente, estima-se que, em
paises industrializados, 75% da forca de trabalho total envolvam jornadas
noturnas (TOUITOU et al., 2017). A inversdo no ciclo claro-escuro em
trabalhadores noturnos é preocupante, uma vez que a incidéncia de luz, em
periodo noturno, suprime a producdo de melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina)
pela glandula pineal (ULHOA et al., 2015).

O processamento de informacéo da presenca de luz tem inicio nas células
ganglionares retinianas, as quais apresentam tanto fotopigmentos de criptocromo
e melanopsina, quanto receptores de melatonina (ALOE et al., 2005). Ao
interceptar estimulos luminosos, os fotopigmentos de criptocromo e melanopsina
transmitem a informacédo para os nucleos supraquiasmaticos hipotalamicos que,
por sua vez, notificam estruturas anatdmicas adjacentes, como, por exemplo, a
glandula pineal (HOBSON; PACE-SCHOTT, 2002). Alcangcando a pineal, a
informacéo da captacao de luz suprime a sintese de melatonina (TAN et al., 2003).

A producdo exclusivamente noturna da melatonina pineal concede papel
fundamental a essa glandula na sincronizagéo dos ritmos circadianos com o ciclo
claro-escuro do meio ambiente (REITER, 1991). Além da glandula pineal, outros
orgdos também apresentam a maquinaria necessaria para a producdo 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 ndo contribui, de maneira significativa, no ajuste dos
reldgios bioldgicos centrais (REITER, 1991).

A dessincronizacdo dos ritmos circadianos, causada pela supressdao na
producdo da melatonina pineal, esta 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 (ULHOA et



al., 2015), como depresséo (BAE et al., 2017), resisténcia a 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 Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aponta a captacéo ineficiente de
glicose como um dos principais fatores de risco para mortalidade prematura
(WHO, 2009). Em 2015, aproximadamente 5 milhées de individuos, entre 20 e 79
anos de idade, morreram em decorréncia de complicacdes (exemplo: doencas
cardiovasculares, nefropatias e neuropatias) causadas pela diabetes. O dado
equivale ao impressionante numero de uma morte a cada 6 segundos em todo o
mundo (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

O prejuizo na captacdo de glicose por células insulino-sensiveis, como
hepatocitos, adipécitos, células renais, endoteliais, beta pancreaticas e
musculares (GOLDSTAIN, 2002), pode ser causado tanto pela ineficAcia na
producdo de insulina (diabetes tipo 1 — DM1), quanto pela resisténcia a mesma
(diabetes tipo 2 — DM2) (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

Enquanto a DM1 resulta do ataque do sistema imune as células beta
pancredaticas, produtoras de insulina  (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2015), a DM2 €, na maioria das vezes, consequéncia do excesso
de peso corporal e inatividade fisica (WHO, 1994). Individuos portadores de DM1
atingem o controle glicEmico somente por meio de suplementacéo insulinica. Ja, a
populacao portadora de DM2 possui mais opc¢des de tratamento para a regulacao
do indice glicémico. Entre essas opc¢les estdo o uso de medicamentos, como a
metformina e glicazida, o consumo de alimentos saudaveis e a pratica regular de
exercicios fisicos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

O trabalho noturno e, consequentemente, a supressdo na producdo de
melatonina pela glandula pineal, sdo apontados como fatores de risco inerentes no
desenvolvimento de DM2 (MORIKAWA et al., 2005), resisténcia a insulina
(KIWIMAKI et al., 2011) e reducdo no controle da DM1 (YOUNG et al., 2013). J4, o
tratamento com melatonina mostrou aumentar a captagdo de glicose no

hipotalamo de ratos (ANHE et al., 2004), em ilhotas pancreéticas isoladas de ratos



(PICINATO et al., 2008) e em ceélulas musculo-esqueléticas isoladas de
camundongos (HA et al., 2006). Em todos os casos, essa melhora na captagao de
glicose deu-se pelo aumento na ativagdo da via de sinalizacao insulinica.

O mecanismo de transducdo do sinal insulinico tem inicio na ligacdo da
insulina ao seu receptor especifico de membrana, o qual é composto por duas
subunidades q, localizadas na por¢cado extracelular, e duas subunidades 3
transmembranicas. A ligagdo da insulina as subunidades a de seu receptor
desencadeia autofosforilagdo em tirosina da subunidade f, conduzindo a
fosforilacdo de diversos substratos proteicos em aminoéacidos tirosina (PATTI,
KAHN, 1998; PAULI et al., 2009).

A fosforilacdo das proteinas insulin receptor substrate (IRS) ativa sitios de
reconhecimento para moléculas contendo dominios SH2, como a fosfatidil-inositol-
3-quinase (PI3K) (CARVALHEIRA et al., 2002; PAULI et al., 2009). Uma das
enzimas reguladas pela PISK 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 migracao desta para a membrana celular
(ZECCHIN et al., 2004).

No musculo esquelético, a Akt estimula a captacdo de glicose por meio da
translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) do citoplasma para a
membrana plasmatica (WATSON; PESSIN, 2007; PAULI et al., 2009) (Figura 1).
Essa glicose é posteriormente utilizada pelas células musculares esqueléticas
como fonte de energia biol6gica (POWERS; HOLEY, 2004).
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Figura 1 — Representacdo da via intracelular de sinalizag&o insulinica.

FONTE: Pauli et al (2006).

Além de atuar no metabolismo de glicose, a Akt participa ativamente do
processo hipertrofico do muasculo esquelético. A Akt atua tanto no aumento da
ativacdo da principal via de promocao de sintese proteica (fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) - PI3K > Akt - mammalian target of
rapamycin (MTOR) - S6K1) quanto na diminuigdo na ativacao da principal via de
inibicdo da degradacao de proteinas (IGF-1 > PI3K = Akt-| fork head box (FoxO)
fosforilada) (SCHIAFFINO et al., 2013) [Figura 2]. A inibicdo da Akt sobre a forma
fosforilada da FoxO impede a ativacao das isoformas FoxO1, FoxO3 e FoxO4, as
quais, por sua vez, sao impedidas de ativar a muscle RING-finger protein-1
(MuRF1) e a atrogin-1, principais proteinas ubiquitina quinases responsaveis pelo
aumento na degradacdo proteica no musculo 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
estdo associados a reducédo no tamanho das fibras musculares. Sao eles: factor
nuclear kappa B — NFkB, glicocorticoides e miostatina (BONALDO; SANDRI,
2013) (Figura 2).



Os fatores de transcricdo NFkB servem como mediadores dos efeitos das
citocinas proé-inflamatoérias, em especial do tumor necrosis factor-a (TNFa). Em
estado de quiescéncia, o NFkB é raptado no citoplasma por proteinas inibitérias
da familia IkB. Em resposta ao TNFa, o complexo IkB quinase (IKKB) fosforila a
IkB, desencadeando ubiquitilagdo e degradacado proteica. O fim do processo
culmina na translocagdo nuclear do NFkB e ativacdo dos genes de transcricao
mediados por ele (PETERSON et al., 2011). Importante destacar que a via da Akt
€ passivel de supressao pela via do NFkB, o que pode promover, além de atrofia
muscular, resisténcia a insulina (DE ALVARO et al., 2004) (Figura 2).

Altas concentracdes de glicocorticoides sdo comuns em diferentes
condicBes patolégicas associadas a atrofia muscular esquelética (BONALDO;
SANDRI, 2013). A via de sinalizacdo dos glicocorticoides tem inicio na ligacéo
desses com seus receptores e posterior ativacdo dos genes REDDL1 e kruppel-like
factor 15 (KLF5) (SHIMIZU et al., 2011). Esses genes inibem a atividade da
MTOR, conduzindo a diminuicdo do tamanho das fibras musculares. Além disso, o
KLF5 participa de vias catabdlicas paralelas que envolvem FoxOl1, atrogin-1 e
MuRF1 (BONALDO; SANDRI, 2013) (Figura 2).

A miostatina € membro da familia TGF[3, sendo expressada e secretada, de
forma majoritaria, pelo musculo esquelético (BONALDO; SANDRI, 2013). O efeito
negativo da miostatina sobre o crescimento muscular é mediado pelos fatores de
transcricdo 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 inibicdo da via IGF1-Akt-mTOR
(AMIROUCHE et al.,, 2009; SARTORI et al.,, 2009; TRENDELENBURG et al.,
2009) (Figura 2).
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Comumente, a atrofia muscular esquelética € prevenida e tratada pela
pratica regular de ER, que apresentam, dentre outros beneficios, a hipertrofia das
fibras musculares (GREIG et al., 2011), a ativacdo de células satélites (KADI et al.,
2004; OLSEN et al., 2006; PETRELLA et al., 2006) e o efeito anti-inflamatério
(PETERSEN; PEDERSEN, 2005), sem contar o aumento na producdo de forca
(GARCIA-PALLARS; IZQUIERDO, 2011), no tamanho do dominio mionuclear
(GREIG et al., 2011), na sintese proteica (TANG et al., 2008) e na expressédo de
fatores de regulacédo miogénica (COSTA et al., 2007; KIM et al., 2005; SNIJDERS
et al., 2009).

Curiosamente, a suplementagcdo com melatonina apresentou-se eficaz na
prevencdo e combate a atrofia muscular esquelética. Ratos machos castrados,

tratados diariamente (30 dias) com injecdes subcutaneas contendo melatonina (6



mg/kg) apresentaram maior concentracdo de IGF-1 em células satélites e na
periferia de miofibras do séleo 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 sintese de IGF-1 e atenuou a inflamacéo no
s6leo de ratos submetidos a treinamento extensivo (1 km/h de velocidade e 20%
de inclinagéo) (BORGES et al., 2015). Ratos com frouxiddo ligamentar no joelho,
tratados com injecbes subcutaneas de melatonina (10 mg/kg), 2 vezes ao dia,
durante 4 semanas, apresentaram aceleracdo na remodelacdo do gastrocnémio
por inibicdo precoce de autofagia (HONG et al., 2014). A injecéo intraperitoneal de
melatonina (10 mg/kg), logo apds lesdo por esmagamento no séleo e a cada 24
horas, por 2 semanas, apresentou efeito positivo na recuperagcdo muscular por
meio da inibicdo da apoptose, reducdo da inflamacédo e aumento no nimero de
células satélite (STRATOS et al., 2012).

Geralmente, a atrofia muscular esquelética é acompanhada por perda de
massa (RILEY; ESSER, 2017). A manutencao do tecido 6sseo € modulada pelo
balanco entre os processos de reabsorcdo e absorcdo O6ssea promovidos por
osteoclastos e osteoblastos, respectivamente. O remodelamento 6sseo tem inicio
no recrutamento de células hematopoiéticas precursoras de osteoclastos. Os
processos de maturagcao e ativacado dos osteoclastos sdo mediados pela ligacao
entre 0 RANK, presentes na superficie de pré-osteoclastos e osteoclastos, e seu
ligante (RANKL), secretado por osteoblastos. A degradacdo 6ssea ocorre pela
secrecao osteoclastica de enzimas, como a fosfatase acida resistente ao tartarato
(TRAP). Apés realizarem sua funcao reabsortiva, os osteoclastos sofrem apoptose
(KULAR et al., 2012) (Figura 3).

A formacdo Ossea € iniciada pelo recrutamento de células tronco
mesenquimais precursoras de osteoblastos. A expressdo de RUNX-2 esta
envolvida na maturacdo e ativacdo dessas células. Os osteoblastos maduros
produzem proteinas mineralizadoras, como a osteocalcina (OCN). A
osteoprotegerina (OPG), também secretada por osteoblastos, atua na inibicdo da
atividade osteoclastica, pelo rapto do RANKL e consequente bloqueio da ligacao

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



ocorrer pela apoptose celular ou pela diferenciacdo em células de revestimento ou
ostedcitos. Localizados na matriz 6ssea, 0s ostedcitos atuam na transducédo de
estimulos mecéanicos (ex: exercicios fisicos) em sinais bioquimicos utilizados no

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

Hematopoietic Mesenchymal
stem cells stem cells

6

Pre-osteoblasts

Osteocytes

Bone

Figura 3 — Origens das células dsseas.

FONTE: Lian et al. (2012).

A pratica de ER é amplamente utilizada na prevencédo e tratamento de
perda 6ssea. Estudos apontam que as contracbes musculares promovem
aumento tanto da massa quanto da forca e formacao 6ssea (NATOMI et al., 2000).
A melatonina também demonstra agir positivamente sobre o0 reparo e
remodelamento 6sseo (LIU et al., 2013). Este horménio apresentou potencial para
ser utilizado na prevencéao e tratamento de osteopenia, osteoporose e doenca
periodontal (CARDINALI et al., 2003). O efeito antioxidante da melatonina parece
proteger o tecido 6sseo contra os radicais livres gerados por osteoclastos, durante
0 processo de reabsorcdo 6ssea (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2012; LADIZESKY et
al., 2006; GOMEZ-MORENO et al., 2010). Além disso, animais suplementados



com melatonina apresentaram sintese aumentada da estimulacdo do colageno
tipo | (NAKADE et al., 1999), diferenciagdo e mineralizacdo de osteoblastos
(ROTH et al., 1999; SATOMURA et al., 2007; SETHI et al., 2010) e inibicdo da
diferenciacéo de osteoclastos (KOYAMA et al., 2002).

Por outro lado, a remocéao cirtrgica da glandula pineal (pinealectomia), e
consequente reducdo na concentracdo hormonal de melatonina, provocou
escoliose (OYAMA et al., 2006) e aumento nos marcadores de reabsorcao éssea
(OSTROWSKA et al., 2003) em roedores. Contudo, necessitam ser aprofundados
estudos sobre os mecanismos envolvidos na perda de qualidade e massa éssea
em animais pinealectomizados, assim como o efeito da pinealectomia sobre a
manutencdo da musculatura esquelética, e a eficacia do exercicio resistido na
prevencao e tratamento de possiveis danos teciduais.

Portanto, buscando contribuir com novos conhecimentos acerca da
associacao entre melatonina, acao insulinica, musculo esquelético, tecido 6sseo e
treinamento de forca, o presente estudo avaliou o efeito do exercicio resistido
sobre a sensibilidade a insulina e manutencédo do tecido muscular esquelético e

0sseo em ratos pinealectomizados.






2. JUSTIFICATIVA

A incidéncia de luz em periodo noturno suprime a sintese e secrecao de
melatonina pela glandula pineal (ULHOA et al., 2015). A total inversdo do ciclo
claro-escuro, como observada em trabalhadores noturnos, pode afetar, a curto
prazo, a tomada de decisdes e a vigilancia, aumentando a exposi¢cao a acidentes
de trabalho (WAGSTAFF; SIGSTAD, 2011). A longo prazo, os trabalhadores
noturnos apresentam chances aumentadas para o desenvolvimento de cancer
(LIN et al., 2015), obesidade (VAN DRONGELEN et al., 2011) e diabetes (GAN et
al., 2015).

Principal caracteristica da DM2, a resisténcia a insulina prejudica a
captacdo de glicose por células insulino-sensiveis, como as células do musculo
esquelético (GOLDSTAIN, 2002), podendo causar atrofia (BIANCHI; VOLPATO,
2016), geralmente acompanhada por perda de massa é6ssea (RILEY; ESSER,
2017). Além disso, a hiperglicemia aumenta a concentracdo de proteinas e lipidios
glicados, denominados produtos finais de glicagcdo avancada (AGEs), e de
homocisteina, prejudicando as funcdes de osteoblastos e ostedcitos, resultando
em fragilidade Ossea pela diminuicdo de formacdo e remodelamento &sseo
(KANAZAWA, 2017).

Tanto a resisténcia a insulina, quanto a atrofia muscular esquelética e a
perda de massa Ossea podem ser prevenidas ou tratadas pela pratica de
exercicios 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 préatica de exercicios
resistidos pode prevenir e tratar, de forma ndo-farmacoldgica, possivel reducao na
qualidade de vida de trabalhadores noturnos, causada pela supressdo na
producdo de melatonina pela glandula pineal. Pesquisas relacionadas a
manutencdo ou melhora da qualidade de vida de trabalhadores noturnos tornam-
se especialmente importantes, se considerarmos a crescente contratacdo desses
trabalhadores pelo mercado de trabalho (ULHOA et al.,, 2015) e o0s riscos

iminentes a saude aos quais eles séo expostos.






3. OBJETIVO

Avaliar o efeito do exercicio resistido sobre a sensibilidade a insulina,

musculo esquelético e tecido 6sseo em ratos pinealectomizados.






4. HIPOTESE

Espera-se que o ER seja capaz de prevenir os danos causados pela
pinealectomia na sensibilidade a insulina e manutencdo do musculo esquelético e

tecido 6sseo.



Matoncacs e Motodbs



5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Animais

Todos os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram
aprovados pelo Comité Institucional de Etica em Pesquisas Animais (Processo n°
2014-00939) (Anexo 1). Quarenta ratos (Rattus norvegicus), machos, da linhagem
Wistar, foram mantidos em ambiente controlado (ciclo claro escuro 12/12 horas,
com inicio do periodo claro as 7 horas da manha e temperatura entre 21°C + 2°C)
por cerca de 4 meses. Os animais foram distribuidos, 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 a comida e agua ad libitum.

5.2. Pinealectomia

A pinealectomia foi realizada com objetivo de suprimir, de maneira completa
e efetiva, a sintese e secrecdo de melatonina pela glandula pineal. O
procedimento cirargico 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). Apés a anestesia, foi realizada
tricotomia no topo da cabeca dos animais, 0s quais, posteriormente, foram fixados
em aparelho estereotaxico. O escalpo foi realizado sagitalmente (Figura 4a) e,
apos abertura da musculatura e fascias que recobrem a parte superior do cranio,
uma marcacao a lapis (Figura 4b) seguida por uma abertura circular por broca
especializada foram realizadas na sutura lambdoidea do cranio. Com auxilio de
um alicate, a peca 0ssea foi retirada, expondo a superficie cerebral. Com uso de
uma pinca cirdrgica, a glandula pineal foi retirada (Figura 4c e 4d). Apés
hemostasia, a peca 6ssea foi recolocada no lugar de origem (Figura 4e) e o
escalpo foi suturado (Figura 4f) (MAGANHIN et al., 2009). A recuperagdo poés-

cirdrgica durou 2 semanas.



Figura 4 — Pinealectomia. (a) Escalpo sagital em animal fixado em aparelho estereotéaxico; (b) Marcagdo a lapis para
abertura craniana; (c) Retirada da glandula pineal; (d) Animal pinealectomizado; (e) Recolocagdo da pega 6ssea em seu
lugar de origem; (f) Escalpo suturado.

5.3. Avaliagdo do consumo de racdo e evolucdo da massa corporal dos
animais

O consumo de racdo e o0 peso corporal foram avaliados 3 vezes por
semana, em dias alternados, desde a chegada dos animais ao biotério até o
sacrificio dos mesmos. Para o célculo do consumo de ra¢do, uma meédia semanal
foi extraida considerando a diferenca entre a quantidade de ragédo oferecida e a
quantidade de sobra. Para o peso corporal, houve comparacdo entre as médias

semanais de cada grupo.

5.4. Exercicio Fisico

O programa orientado de ER em escada (Figura 5a) foi adaptado do
programa proposto por Hornberger e Farrar (2004). As principais adaptaces
englobaram a frequéncia e intensidade dos exercicios. No estudo de Hornberger e
Farrar (2004), as sessOes de treinamento ocorriam de 3 em 3 dias. Os animais
eram submetidos ao teste de 1 repeticdo maxima (1RM) em todas as sessdes. Na
primeira repeticdo de cada sessdo, os animais carregavam metade da sobrecarga
méaxima alcancada no teste de 1RM. A sobrecarga na segunda repeticdo era



equivalente a 75% de 1RM, na terceira era 90% de 1RM e na quarta era 100% de
1RM. A partir da quinta repeticdo, 30g eram acrescidos a cada repeticdo, até que
0S animais completassem 9 repeticbes. 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
a insulina verificada em individuos diabéticos praticantes de ER em intensidade
moderada (de 50 a 74% de 1RM) (SIGAL et al., 2004).

Portanto, no presente estudo, apés 2 semanas de recuperacdo 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 forca maxima. Também houve adaptacdo a um aparato, composto por
um tubo falcon, que foi acoplado a parte proximal da cauda dos animais com fita
adesiva. Este aparato foi utilizado posteriormente, durante o periodo de
treinamento, para deposicéo de peso (Figura 5b).

O periodo de adaptacéo foi de 2 semanas, durante as quais 0S animais
realizaram de 4 a 9 subidas em escada. Foram realizadas 3 sess6es de exercicio
por semana, em dias ndo consecutivos, totalizando 6 sessfes de adaptacédo. Na
primeira semana, os animais foram submetidos somente a escalada da escada,
sem a utilizacdo de qualquer aparato ou peso. Na segunda semana, utilizou-se o
aparato, sem deposicao de peso, acoplado as caudas dos ratos. Ao fim das 2
semanas, os animais deveriam conseguir realizar 3 subidas consecutivas.

Considerando o hébito noturno de ratos, as sessdes de adaptacdo, assim
como as sessdes de ER e os testes de forca maxima, foram realizados a noite. A
escada utilizada possuia as seguintes dimensoes: 1,13 x 0,18 m, 2 cm de espaco
entre os degraus e 80° de inclinacdo (HORNBERGER; FARRAR, 2004) (Figura
5a). No topo da escada localizava-se um local (casa), com diametro de 20 x 20 X
20 cm, onde ocorria 0 descanso entre as subidas dos animais (HORNBERGER,;
FARRAR, 2004) (Figura 5a).



Apoés o periodo de adaptacéao, houve a determinacéo da forgca maxima 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 a adaptacdo dos sistemas organicos 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 forca méaxima, o peso das esferas de
aco 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 ndo
conseguisse realizar uma subida completa. O peso total das esferas de aco
correspondeu a carga maxima carregada pelo animal. O tempo de intervalo entre
as subidas foi de 120 segundos.

O periodo de treinamento durou 8 semanas, com realizacdo de 3 sessdes
semanais. Os animais subiram a escada de 4 a 9 vezes. O objetivo sempre foi
realizar 9 repeticdes. O tempo de intervalo entre uma repeticdo 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 as

caudas dos animais.



Figura 5 — Exercicio resistido realizado em escada pelos animais exercitados (CNEX) e pinealectomizados/exercitados
(PNXEX). (a) Escada utilizada para pratica de exercicio resistido; (b) Animal em treinamento.

5.5. Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Os testes foram realizados pela manhd, durante a Ultima semana de
treinamento, em um dia em que 0s animais nao realizaram exercicio fisico, apés
jejum de 14 horas. Os animais foram submetidos a uma injecao de insulina (0,75
U/kg p.c., i.p.). Amostras de sangue foram colhidas, por meio de uma pequena
seccdo na cauda, antes da injecdo hormonal e apés 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos
da injecdo. A glicemia foi mensurada por um monitor (Accu-Chek Advantage,
Roche Diagnostics - Mannheim, Germany). A velocidade de desaparecimento da
glicose (Kit) foi calculada pela férmula: In/t .. O t v da glicose foi calculado a
partir da inclinacdo da curva de regressdo minima durante a fase linear de declinio

da concentracéo plasmatica de glicose (BONORA et al., 1989).

5.6. Coleta de sangue, tecido muscular e tecido 6sseo

Apos 24 horas da ultima sessdo de exercicios para os animais CNEX e
PNXEX, os procedimentos de coleta foram iniciados. Sob anestesia com tiopental

soédico (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 plastico heparinizados e mantidas a 4°C até a
centrifugacéo (800g; 4°C; 15 min). O plasma foi armazenado a -80°C até o dia da
fosforilacdo das concentracdes plasmaticas de glicose e insulina.

Também foram retirados os musculos extensor digitorum longus (EDL) e as
tibias de forma bilateral. O musculo EDL foi escolhido para analises devido a
prevaléncia de fibras do tipo I[IB, caracterizadas pela importante atuacdo na
producéo de forca e pouca atuacado em exercicios de endurance (CORNACHIONE
et al., 2011). Os musculos do membro inferior esquerdo dos animais foram
pesados imediatamente apds a coleta, congelados em isopentano previamente
resfriado em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C para posteriores
analises morfolégicas. Os muasculos do membro inferior direito foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados no freezer -80°C
para posterior fosforilacdo proteica e expressdo de RNAm. As tibias do membro
inferior esquerdo dos animais foram armazenadas em salina a 0,9% para analises
da densidade mineral 6ssea, forca maxima, rigidez 6ssea, energia absorvida até a
forca maxima e arquitetura 6ssea. As tibias do membro inferior direito dos animais
foram armazenadas em formalina tamponada a 4%, sendo posteriormente

utilizadas para andlises histoldgicas e imunohistoquimicas.

5.7. Concentracdes plasmaticas

5.7.1. Glicose

Foi utilizado o método de glicose-oxidase, um meétodo enzimatico
especifico, para fosforilacdo de glicose (Analisa Diagndstica, Sdo Paulo, Brasil).
Nesse método, a glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD)
gerando &cido gluconico e agua oxigenada. A H202, em presenca de peroxidase

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



origem a um cromogeno com maximo de absorcdo em 505nm de comprimento de

onda. Foram consideradas as seguintes reacdes resumidas:
glicose + O2 + H20 a acido gluconico + H202

H202 + 4-AF + fenol a 4 (p-benzoquinona monoimino) fenazona + 4 H20.

5.7.2. Insulina

A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunolégico — RIE
(Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA) que, em resumo,
refere-se a uma reacdo de competicdo entre antigenos (insulina fria e insulina
marcada) para ligagdo a um anticorpo especifico. Essa reacdo obedece a lei da
acdo de massas. Portanto, quanto mais insulina fria estiver presente, mais sera
formado o complexo insulina fria-anticorpo, acarretando queda na quantidade de

complexo insulina marcada-anticorpo.

5.8. Anédlise daresisténcia a insulina

A resisténcia a insulina foi avaliada pelo indice HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment - Insulin Resistance / Modelo de Avaliacdo da Homeostase -
Resisténcia a Insulina), calculado a partir da seguinte formula: HOMA - IR =
glicemia de jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum (pUI/mI)/22,5) (LIMA, et al.,
1998).

5.9. Histologia do tecido muscular esquelético



Foram realizados cortes histolégicos transversais de 7 um de espessura em
criostato a -20°C (Leica CM1850, Leica Biosystems, Wetziar, HE, Germany) do
musculo EDL. Apoés realizacdo da coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E),
imagens foram capturadas por uma maquina fotografica acoplada a um microscépio
(Leica DM400 B LED Wetziar, HE, Germany) para analise da area de seccao

transversa das fibras musculares.

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

Para obtencdo do RNAm, parte do musculo EDL foi macerado em nitrogénio
liguido e homogeneizado com auxilio do tissue lyser (QIAGEN) utilizando
TriRiagentTM (Sigma), conforme descricdo do fabricante. ApoOs utilizacdo de
cloroférmio, isopropanolol e alcool a 75%, os pellets foram ressuspendidos com agua
nuclease free e armazenados em freezer -80°C. Para leitura de RNAm, as amostras
foram diluidas em agua bidestilada na proporcédo 1:50. Apés a leitura, a integridade
do RNAm foi verificada por meio de uma corrida (70 mV) em gel de agarose. Para a
sintese de cDNA, 1.0 pg do RNA total foi submetido a transcri¢cdo reversa usando um
kit (QuantiTect Reverse Transcription kit - Qiagen). A analise de RNAm foi realizada
no ABI PRISM 7500 SDS (Applied Biosystems), com utilizacdo de SYBR Green
(Applied Biosystems) para Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
(#Rn01462661_g1), GLUT4 (#Rn00562597_m1), TNF-a (#Rn01525859 g1), atrogin-
1 (#Rn00591730_m1), muscle RING-finger protein 1 - MuRF1 (#Rn01639111_m1),
insulin-like  growth  factor-1  (IGF-1) (#Rn99999087_ml) e  miostatina
(#Rn01437895_m1). A relacdo expressiva foi calculada utilizando o método 2-AACT
(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. Extracao proteica e Western blotting

Parte do musculo EDL foi homogeneizada em tampao de extracao [Tris—
HCI, 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: Aktl (Cell
Signaling, 1:250), Aktl 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 analises densitométricas foram realizadas pelo VisionWorks®LS Image
Acquisition and Analysis Software (PELOSI et al., 20015).

5.12. Analise histolégica de tecido 6sseo

As tibias foram fixadas em formaldeido 4% (SIGMA, EUA) diluido em
tampéo fosfato-salino (PBS, Sigma, EUA), 0,1 M, 4 ° C, pH 7,4, durante 24 horas,
em temperatura ambiente. A descalcificacdo foi realizada em 10% de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA, pH 7,4), por aproximadamente 3 meses, e as
amostras foram rotineiramente processadas, incluidas em parafina e seccionadas
longitudinalmente (5 um de espessura), utilizando micrétomo convencional
(LEICA, SR2000) e coradas com hematoxilina de Harris e eosina (H&E). Trés
seccdes equidistantes do centro da tibia de cada amostra foram selecionadas por
um investigador cego e a regido abaixo (Lmm) da placa de crescimento na epifise
proximal foi capturada por camera digital (AxioCam® Carl Zeiss, Alemanha)
acoplada a um microscopio (AxioLab® Carl Zeiss, Alemanha) utilizando objetiva
de 10x. A area total ocupada pelo tecido esponjoso foi mensurada em uma area
de 1090 pym x 1450 ym com auxilio ImageJ (National Institutes of Health, NIMH)

5.13. Método imunoistoquimico para deteccdo de RUNX-2, OCN, OPG,
RANKL e TRAP



Para a andlise imunoistoquimica, o0s cortes histologicos foram
desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100°
- 100° - 90° - 70° GL). A recuperacao antigénica foi realizada através da imersao
das laminas histologicas em tampao citrato (Spring Bioscience, Pleasanton, CA,
EUA), em camara pressurizada (Decloaking chamber®, Biocare Medical, Concord,
CA, EUA) a 95°C, por 20 minutos. No final de cada etapa da reacao
imunoistoquimica, as laminas histologicas foram lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4.
Posteriormente, as laminas foram imersas em 3% de peroxido de hidrogénio por 1
hora e 1% de soro albumina bovino por 12 horas para bloqueio da peroxidase
enddgena e bloqueio dos sitios inespecificos, respectivamente.

As laminas contendo amostras de cada grupo experimental foram divididas
em 5 lotes, cada um dos quais foi incubado com um dos seguintes anticorpos
primérios: 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 secundario 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 revelacbes foram realizadas utilizando como cromoégeno o 3,3-
tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA,
EUA). Foi realizada a contracoloracdo com Fast green, para RUNX-2 e com
Hematoxilina de Harris, para OCN, OPG, RANKL e TRAP, e em seguida a
desidratacdo em etanol, diafanizagdo em xilol, e recobrimento com meio de
montagem (Permount, Fisher Scientific, San Diego, CA, USA) e laminulas de
vidro. Como controle negativo, as amostras foram submetidas aos procedimentos

descritos anteriormente, suprimindo-se a utilizagdo do anticorpo primario.



A andlise imunoistoquimica foi realizada por um histologista certificado e
cego aos tratamentos realizados. Foi efetuada uma analise semi-quantitativa
utilizando-se de 1 seccéo histologica de cada animal, no aumento original de 400x.
Ao padrdo de imunomarcacao foi atribuido um escore. O critério adotado para o
estabelecimento dos escores foi baseado e modificado daqueles estabelecidos por
Faria et al. (2008), onde: ESCORE 0 = auséncia de imunomarcacdo; ESCORE 1 =
baixo padrédo de imunomarcacdo; ESCORE 2 = moderado padrédo de

imunomarcacdo; ESCORE 3 = alto padréo de imunomarcacao.

5.14. Densidade mineral 6ssea

As tibias foram colocadas sobre o densitdmetro e submetidas a anélise da
densidade mineral 6ssea — DMO (g/cm?), area (cm?) e contelido mineral ésseo —
CMO (g). A DMO foi mensurada pelo densitbmetro de dupla emisséo 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 mecanico

As tibias de todos os animais foram submetidas a ensaio mecanico, em
maquina universal EMIC&, modelo DL 3000. A carga foi aplicada com velocidade
de 2 mm/min e aplicacao da for¢ca de 2000N, para determinacdo da forca maxima
e determinacéo posterior da rigidez 6ssea (N/mm) e energia absorvida até a forca
maxima (mJ), que foram calculadas a partir da curva obtida no ensaio. Os
resultados foram registrados em sistema computacional pertencente ao proprio
equipamento que fornece os valores de forca x deformacédo. Para o calculo da

rigidez, foi determinada a parte da curva de forca x deformacao relativa a fase



elastica do ensaio. A energia absorvida pelo osso foi obtida pela area sob a curva

forca x deformacao até o ponto de forca maxima (TURNER; BURR, 1993).

5.15.1. Flex&o de trés pontos da tibia

As tibias foram apoiadas em dois suportes (dois pontos), com distancia de
vao de apoio de 20 mm. A forca foi aplicada nos ossos em um terceiro ponto, no
meio geométrico entre os dois apoios (ensaio de flexdo em trés pontos) (TURNER,;
BURR, 1993).

5.16. Microtomografia computadorizada

As tibias foram submetidas a avaliacdo tridimensional ndo destrutiva da
arquitetura éssea, realizada por microtomégrafo computadorizado Skyscan 1174
(Skyscan, Aartselaar, Bélgica). Todas as pecas foram conduzidas com filtro de
aluminio 0.5mm, 185° de rotacédo, 0.4° de passo, 50 kV e 800 YA de configuracdo
da fonte. As tibias foram posicionadas craniocaudalmente para a obtencdo das
fatias, com resolucdo de 16um e 14 um, respectivamente. A regido de interesse
de osso trabecular da tibia foi manualmente interpolada e foram analisadas 50
fatias na metéafise proximal da tibia, 100 fatias abaixo da faixa de crescimento. A
regido de interesse do osso cortical da tibia foi manualmente interpolada e foram

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

Cada peca foi reconstruida usando o software que acompanha o Skyscan
(NRECON;Skyscan) e, para a analise tridimensional (3D), foi utilizado o software
CTANn v.1.5.0 (Skyscan). Os parametros analisados no 0SSO
trabecular foram: fracdo de  volume  dsseo (BVITV -  %); namero

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



trabecular (Tb.Pf); indice de modelo estrutural (SMI) e separacéo trabecular
(Tb.Sp - mm). A BV/TV equivale ao volume 6sseo da amostra sobre o volume total
da amostra; o Tb.N equivale ao numero de trabéculas por unidade de
comprimento; a Th.Th equivale a espessura das trabéculas; a Th.Pf equivale a
conexdo da estrutura trabecular; a SMI indica a predominancia de placas ou
bastonetes na estrutura trabecular; e a Th.Sp equivale a espessura das cavidades
contendo medula 6ssea (BOUXSEIN et al., 2010; DA SILVA, 2008).



5.17. Fluxograma metodologico

| 40 ratos Wistar (40 dias) ‘

pinealectomia (n=20)

commle(CNS)| ‘ pinealectum\zadu(PNX)‘ |exercitado(CNEX)| |p|nea\ecmwzadofexercnado(PNXEX)

‘ 8 semanas de exercicio resistido ‘
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histologia
densidade mineral dssea ‘ ‘
ensaio mecénico _{ coleta de tibia ‘ —| sacrificio l— | coleta de gastrocnémio, séleo e EDL }— RT-PCR
micrografia computadorizada histologia
| | | | coleta de sangue Waestern blotting

glicemia e insulinemia

‘ analise de resisténcia a insulina ‘

Figura 6 - Fluxograma da metodologia.

5.18. Anédlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por analise de variancia com 2
fatores - ANOVA two way (pinealectomia e exercicio resistido), seguida pelo teste
de Bonferroni. Nas analises de expressdo de RNAm de GAPDH, atrogin-1,
MuRF1, IGF-1 e miostatina foi utilizado o teste t de student. O mesmo teste foi
utilizado nas analises de fosforilacdo proteica de tubulina, Aktl e SMAD 2/3.
Todos os valores foram apresentados como média £ EPM. O nivel de significancia

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






6. RESULTADOS

6.1. Parametros antropométricos

Os animais CNEX e PNX apresentaram diminuicdo significativa no peso
corporal final quando comparados aos animais do grupo CNS (p<0,001). Os
animais PNXEX também apresentaram reducéo significativa no peso corporal em
relacdo aos animais CNS (p<0,0001) e aumento significativo no peso absoluto e
relativo do 0sso 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). Nao houve
diferencas significativas para peso corporal final CNEX vs. PNX, CNEX vs. PNXEX
e PNX vs. PNXEX (p<0,05). Também ndo houve diferencas significativas para
peso absoluto e relativo do osso entre os grupos CNS vs. PNX e CNEX vs.
PNXEX (p<0,05). Por fim, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos
CNS, CNEX, PNX e PNXEX para peso inicial, ingestédo alimentar, peso absoluto e
peso relativo dos musculos extensor digitorum longus (EDL), gastrocnémio (GAS)
e sbleo (SOL) e peso absoluto e relativo dos tecidos adiposos branco
periepididimal (TABP) e retroperitoneal (TABR) (p<0,05).



Tabela 1 — Parametros 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****
Ingestéo alimentar (g) 68,48+3,97 72,5815,24 71,6445,07 71,2814,14
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 510,04 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 1,3740,32 1,53+0,55 1,1940,25
Peso seco absoluto tibia () 0,56+0,06 0,92+0,14**** 0,55+0,08 0,95+0,14****
Peso seco relativo tibia (g) 0,11+0,01 0,1740,02%*** 0,12+0,01 0,21+0,08****

Valores expressos como média + EPM, ANOVA (Two-way) (GraphPad Prism 6.0) com pés-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 maxima de geracao de forca voluntéria

A figura 7 representa a capacidade maxima de geracao de forca voluntaria
(CMGFV) dos grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX. Houve diferenca significativa
entre os grupos CNS vs. CNEX, PNX vs. PNXEX, CNS vs. PNXEX e CNEX vs.
PNX (p<0,0001). Nao houve diferenca significativa entre os grupos CNS vs. PNX e



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

exercicio resistido no aumento de forca muscular.
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Figura 7 — Capacidade maxima de geracéo de forga voluntaria 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 pés-teste de Bonferroni, n=10 (****p<0,0001 CNS vs. CNEX; PNX vs. PNXEX; CNS vs.
PNXEX; CNEX vs. PNX).

6.3. Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Na figura 8, estdo 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 apos administracdo de insulina. No tempo 0 houve diferencas
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 diferenga significativa entre os grupos
CNS vs. PNX (p<0,05). No tempo 10 houve diferencas 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 diferencas significativas entre os grupos: CNS vs.
PNX (p<0,05) e PNX vs. PNXEX (p<0,01). No tempo 20 houve diferenca
significativa entre os grupos CNEX vs. PNX (p<0,01). Nos tempos 25 e 30 nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos CNS, CNEX, PNX e

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



animais PNX apresentaram aumento em relacdo aos animais CNS e CNEX
(p<0,001), e os animais PNXEX apresentaram diminuicdo quando comparados
aos animais PNX (p<0,01). Nao foram observadas diferengas significativas para a
area 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 ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX (p<0,05)
(Figura 8c). Os resultados demonstram o efeito do ER na prevencao da resisténcia

a insulina causada pela pinealectomia.
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Figura 8 — (a) Glicemia, (b) area 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 pds-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;
***n<0,001 CNS vs. PNX; CNEX vs. PNX; **p<0,01 PNX vs. PNXEX).



6.4. Teste de resisténcia a insulina

A figura 9 apresenta os valores de (a) glicose plasmatica (mmol/L), (b)
insulina plasmatica (LUI/mL) e (c) indice HOMA-IR dos grupos CNS, CNEX, PNX
e PNXEX. N&ao foram observadas diferencas significativas entre os grupos CNS,
CNEX, PNX e PNXEX para a glicose plasmética (p<0,05) (Figura 9a). Os animais
PNX apresentaram aumento significativo para insulina plasmatica quando
comparados aos animais CNS e CNEX (p<0,05). Nao houve diferencas
significativas para insulina plasmatica 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
reducgéo significativa nos valores de HOMA-IR quando comparados aos animais
PNX (p<0,01). Nao foram observadas diferencas significativas entre 0s 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 resisténcia a insulina observada

em decorréncia da pinealectomia.
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Figura 9 — (a) Glicose plasmatica, (b) insulina plasmatica e (c) indice 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 poés-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. Expresséao génica de GLUT4 em tecido muscular esquelético

A figura 10 apresenta a expressdo (RNAm) de GLUT4 em EDL de animais
CNS, CNEX, PNX e PNXEX. O grupo PNXEX apresentou aumento significativo na
expressdo de GLUT4 quando comparado aos animais PNX (p<0,01). Ndo foram
observadas diferencas 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 expressdo de GLUT4 em animais

pinealectomizados.
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Figura 10 — Expressdo de GLUT4 no musculo 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 pés-teste de Bonferroni, n = 10 (**p<0,01 PNX vs. PNXEX).

6.6. Expresséo génica de TNF-a em tecido muscular esquelético

A figura 11 apresenta aumento na expressao (RNAm) de TNF-a em EDL de
animais PNX em comparacdo aos grupos CNS e CNEX (p<0,05). Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos CNS vs. CNEX, CNS vs.
PNXEX e CNEX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 11). Os resultados indicam efeito
protetorio do ER no aumento de TNF-a no musculo esquelético em decorréncia da

pinealectomia.
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Figura 11 — Expressdo TNF-a no musculo 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 pos-teste de Bonferroni, n = 10 (*p<0,05 CNS vs. PNX; CNEX vs. PNX).

6.7. Analise morfolégica do tecido muscular esquelético

A figura 12 apresenta imagens da area da seccdo transversal (AST) do
musculo EDL nos animais dos grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX.



CNS CNEX

Figura 12 - Coloragdo H&E das secg¢Ges do musculo esquelético nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado
(CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX), n = 10. Barra, 100 pm.

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). Nao foram observadas diferencas
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 — Area de seccéo transversa do musculo 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 pés-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 frequéncia de distribuicdo das areas
de seccao transversa no tecido muscular esquelético dos grupos CNS, CNEX,
PNX e PNXEX.
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Figura 14 - Frenquéncia de distribuicéo das areas 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 pés-teste de Bonferroni, n = 10. CNS = 3186.9 + 1509.6 um? CNEX = 2828.3 +
1329.5 um?; PNX = 2689 + 1408.1 um? PNXEX = 2166.3 + 1026.2 pm?2.



6.8. Expressédo e fosforilacdo de proteinas associadas a perda de massa
muscular esquelética

De acordo com as figuras 12, 13 e 14, a prética do exercicio fisico ndo
alterou, de forma significativa, a estrutura das fibras musculares, e n&do atuou na
prevencdo da atrofia observada em animais PNX e PNXEX. A partir desses
resultados, as analises da expressdo e fosforilacdo proteica foram realizadas
somente nos grupos CNS e PNX. A figura 15 apresenta os valores da expressao
de RNAm das proteinas atrogin-1 e MuRF1 no tecido muscular esquelético dos
animais dos grupos CNS e PNX. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
CNS e PNX (p<0,05), indicando que a atrofia decorrente da pinealectomia &

independente do aumento na expressao dos atrogenes atrogin-1 e MuRF1.
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Figura 15 — Expressédo de RNAm para (a) atrogin-1 e (b) MuRF1 no musculo esquelético nos animais dos grupos controle
(CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX). Valores expressos como
média + EPM, teste t ndo pareado (GraphPad Prism 6.0), n = 10.

A figura 16 representa os valores da expressdo génica de IGF-1 e
fosforilacdo proteica de AKT no tecido muscular esquelético dos animais dos
grupos CNS e PNX. Nao houve diferenca significativa entre os grupos CNS e PNX
(p<0,05). O resultado sugere que a atrofia causada pela pinealectomia é

independente da diminui¢cdo na sinalizacdo da via da Akt.
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Figura 16 — (a) Expressdo de RNAm de IGF-1 e (b) grau de fosforilagdo proteica de AKT1 no musculo esquelético nos
animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado (PNXEX).
Valores expressos como média + EPM, teste t ndo pareado (GraphPad Prism 6.0), n = 10.

A figura 17 apresenta os valores da expressao de RNAm da miostatina e a
fosforilacdo proteica de SMAD 2/3 no tecido muscular esquelético dos animais dos
grupos CNS e PNX. Em ambas as andlises, observou-se aumento significativo no
grupo PNX quando comparado ao grupo CNS (p<0,05). O resultado indica que a
atrofia em animais PNX esta associada ao aumento na ativacdo da via da

miostatina.
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Figura 17 — (a) Expresséo de RNAm de miostatina e (b) grau de fosforilacdo proteica de SMAD 2/3 no musculo esquelético
nos animais dos grupos controle (CNS), exercitado (CNEX), pinealectomizado (PNX) e pinealectomizado exercitado
(PNXEX). Valores expressos como média + EPM, teste t ndo pareado (GraphPad Prism 6.0), n = 10. (*p<0,05 CNS vs.
PNX).



6.9. Analise histolégica de tecido 6sseo

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

SRCNEX:

Figura 18 Coloragao H&E das seccGes do o0sso nos animais controle (CNS), exercntado (CNEX),

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

Os animais do grupo CNEX apresentaram aumento significativo na ASL do

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



diminuicao significativa na ASL quando comparados aos animais CNEX (p<0,01).
N&o foram observadas diferengas 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 glandula pineal.
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Figura 19 — Area de seccdo 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 pés-teste de Bonferroni, n = 7 (*p<0,05 CNS vs. CNEX).

6.10. Padrédo de imunomarcacao

A técnica imunoistoquimica empregada para a deteccdo de RUNX-2, OCN,
OPG, RANKL e TRAP mostrou alta especificidade na deteccdo de tais proteinas, a
qual foi comprovada pela auséncia total de marcacdo no controle negativo da
reacdo. As células imunorreativas apresentaram uma coloracdo marrom escura
confinada exclusivamente ao nucleo, no caso de RUNX-2, confinada
exclusivamente ao citoplasma, no caso de TRAP, e confinada ao citoplasma e, em
menor escala a matriz extracelular, no caso de OCN, OPG e RANKL. Para RUNX-
2 e para OPG prevaleceu um baixo padrédo de imunomarcacao para todos os
grupos experimentais. Com relacdo a OCN, RANKL e TRAP prevaleceu um
moderado padrédo de imunomarcagcao nos grupos exercitados, CNEX e PNXEX,
enquanto nos grupos CNS e PNX o padrdo de imunomarcacéo foi baixo para tais
biomarcadores. Os resultados indicam efeito do ER no aumento do metabolismo

dsseo.



Figura 20 — Imunomarcagao 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. Parametros morfoldgicos do tecido 6sseo (micro-CT)

A Figura 21 demonstra os parametros morfolégicos da porcéo trabecular da
tibia 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 reducéo 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 Th.N (p<0,05) (Figura 21b), e reducao significativa para Th.Sp (p<0,01)
guando comparados aos animais PNX, e reduc¢dao significativa para Th.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 Th.N
(p<0,01), e reducado significativa para Tb.SP (P<0,01) (Figura 21f) quando
comparados aos animais CNS. Nao foram observadas diferengas significativas
entre os grupos CNS vs. PNX e CNEX vs. PNXEX para BV/TV (p<0,05) (Figura
21a). Também né&o houve diferencas significativas para Th.N entre os grupos CNS
vs. CNEX, CNS vs. PNX, CNEX vs. PNX e CNEX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura
21Db); e para Th.Sp entre os grupos CNS vs. CNEX, CNS vs. PNX, CNEX vs. PNX
e CNEX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 21f). Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX para Th.Th (Figura
21c), Th.Pf (Figura 21d) e SMI (Figura 21e) (p<0,05). Os resultados indicam o
efeito do ER na melhora da qualidade 6ssea em animais CNEX e PNXEX. A

pinealectomia ndo promoveu alteracdes nos parametros morfolégicos avaliados.
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Figura 21 — (a) fragcdo de volume dsseo - BV/TV; (b) nimero de trabéculas - Th.N; (c) espessura trabecular - Th.Th; (d)
conectividade trabecular - Th.Pf; (e) indice de modelo estrutural — SMI; (f) separacéo trabecular - Th.Sp; e (g) imagens
representativas das tibias 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 pos-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. Andlise mineral 6ssea (Dual-energy X-ray absorptiometry — DEXA)

A Figura 22 demonstra o conteudo mineral 6sseo (g), densidade mineral
6ssea (g/cm?) e area total (cm?) da tibia 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). N&o
foram observadas diferencas significativas para DMO entre os grupos CNS vs.
PNXEX, CNEX vs. PNX, CNEX vs. PNXEX e PNX vs. PNXEX (p<0,05) (Figura
23b). Nao foram encontradas diferencgas significativas para os valores de CMO
(Figura 22a) e éarea total (Figura 22c) entre os grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX
(p<0,05).
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Figura 22 — (a) Conteddo mineral 6sseo — CMO; (b) densidade mineral 6ssea — DMO; e (c) area total da tibia 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 pos-teste de Bonferroni, n = 10 (*p<0,05 CNS
vs. CNEX; **p<0,01 CNS vc. CNEX).

6.13. Analise mecéanica (teste de trés pontos)

A Figura 23 demonstra os valores de forca maxima (N), rigidez dssea
(N/mm) e energia absorvida até a forca maxima (mJ) da tibia dos animais dos
grupos CNS, CNEX, PNX e PNXEX. Os animais PNXEX apresentaram aumento
significativo para forca maxima (p<0,01) (Figura 23a) e rigidez 6ssea (p<0,05)
(Figura 23b) quando comparados aos animais CNS. Os animais PNXEX também
apresentaram aumento na forca maxima quando comparados aos animais PNX
(p<0,05) (Figura 23a). Nao foram observadas diferencas significativas para forca
maxima entre 0s grupos CNS vs. CNEX, CNS vs. PNX, CNEX vs. PNX e CNEX



vs. PNXEX (p<0,05) (Figura 23a). Também nao foram observadas diferencas
significativas para rigidez 6ssea 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 forca maxima entre os grupos CNS, CNEX, PNX e
PNXEX (p<0,05) (Figura 23c). Os resultados indicam melhoras em aspectos
morfologicos em animais PNXEX e auséncia de efeito da pinealectomia sobre os
parametros avaliados.
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Figura 23 — (a) forca maxima; (b) rigidez 6ssea; e (c) energia absorvida até a forca maxima da tibia 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 pos-teste de Bonferroni, n = 10 (*p<0,05 PNX vs.
PNXEX; CNS vs. PNXEX; **p<0,01 CNS vs. PNXEX).






7. DISCUSSAO

O ER promoveu aumento de: sensibilidade a insulina (pelo HOMA-IR),
expressao de GLUT4 no musculo esquelético, capacidade maxima de geracéo de
forca voluntaria, no peso seco absoluto e relativo do osso, padrdo de
imunomarcacao para OCN, RANKL e TRAP, BV/TV, Th.N e forca maxima éssea,
e diminuicdo de: glicemia em jejum, area abaixo da curva de glicemia no ITT e

Th.Sp em animais pinealectomizados.

A dessincronizagdao dos ritmos circadianos, decorrente da diminuigdo na
concentracdo de melatonina, pode promover resisténcia a 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 resisténcia a insulina em ratos
(ZANQUETTA et al., 2004; NOGUEIRA et al., 2011; PICINATO et al., 2002).
Esses estudos corroboram 0s nossos resultados que demonstraram que a
pinealectomia diminui a sensibilidade a insulina, pelo HOMA-IR. Ademais, o ER
melhorou essa sensibilidade no grupo PNX. Em outros modelos de resisténcia a
insulina, como obesidade (CHO et al. 2017) e sindrome metabdlica (PANDA et al.

2017), o exercicio conseguiu reverter essa alteracao na sensibilidade a insulina.

Individuos resistentes a insulina e diabéticos apresentam altas
concentracbes de TNF-a no plasma (ZINMAN et al., 1999), tecido adiposo
(HOTAMISLIGIL et al., 1995) e musculo esquelético (SAGHIZADEH et al., 1996).
Sabe-se que o TNF-a apresenta acao inibitéria sobre a fosforilacdo de IRS-1 e
IRS-2 e subsequente bloqueio na ativacdo da PI3K, fosforilacdo da Akt (DE
ALVARO et al.,, 2004). Concentracdes elevadas de TNF-a foram previamente
observadas no plasma (OZTEKIN et al., 2006), aorta (WANG et al., 2013) e c6lon
(POLIDAROVA et al., 2017) em animais pinealectomizados. Salientamos que o
presente estudo foi o primeiro a verificar aumento expressivo de TNF-a no

musculo esquelético, em decorréncia da pinealectomia. Esse aumento no TNF-a



no muasculo esquelético pode ser um dos motivos do aumento na resisténcia a

insulina em animais PNX quando comparados aos animais CNS.

Estudos demonstraram que o0 exercicio crénico pode diminuir a
concentracdo de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 no musculo esquelético (LIRA et al.,
2009). Apéds o ER, houve diminuicdo nos valores numéricos de expressao de TNF-
a no EDL de animais PNXEX em relacdo aos animais PNX, contudo essa
diferenca nao foi significativa. Talvez a auséncia de diferenca significativa na
diminuicdo na expressdo de TNF-a 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 pratica de ER. Essa ndo alteracdo na
expressdo de TNF- a também foi observada entre os grupos CNS e CNEX.
WATSON et al., (2017) observaram que, no inicio da pratica de ER, ocorre
aumento excessivo na expressao de citocinas proé-inflamatérias, como a TNF-q,
em resposta as contracdes musculares. Entretanto, apds algum tempo de prética,
essa resposta pro-inflamatoria exacerbada desaparece. Por outro lado,
ressaltamos que o ER promoveu uma certa melhora no parametro desta citocina
no grupo PNXEX, pois ndo houve diferencas significativas de TNF-a entre os
grupos PNXEX e CNS, como houve entre CNS e PNX.

Outro parametro que pode estar relacionado a resisténcia a insulina € a
expressdo de GLUT4, pois estudos que utilizaram modelos de resisténcia a
insulina, como animais obesos (SERAPHIN et al. 2001) e pinealectomizados
(LIMA et al., 1998; ZANQUETTA et al., 2003), apresentaram diminuicdo na
expressdo desta proteina transportadora em tecido adiposo. A reducdo nos
valores numéricos relacionados a expressdo de GLUT4 no EDL de animais PNX
gquando comparados aos animais CNS nao foi significativa. Nossos resultados
corroboram o estudo de Zanquetta et al. (2003), o qual n&o observou alteragéo 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, apés a pratica de ER, os animais

pinealectomizados (PNXEX) apresentaram aumento significativo na expressao de



GLUT4 em EDL quando comparados aos animais PNX. Sabe-se que o exercicio
pode promover aumento de GLUT4 em animais com resisténcia a insulina, como
por exemplo, ratos obesos e diabéticos. Na literatura ha trabalhos que
demonstram aumento de GLUT4 no gastrocnémio 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 expressao de
GLUT4 como resultado das contragdes musculares foi demonstrado no GAS de
ratos adultos saudaveis submetidos a estimulacao elétrica (KOHEI et al., 2016).
Entretanto, no grupo CNS, o ER ndo promoveu alteracbes nesse parametro,
devido as mesmas razdes ja discutidas acima com relacdo ao tipo e duracdo de
exercicio utilizado. Salientamos que o presente estudo foi pioneiro em verificar o
efeito do ER no aumento na expressao de GLUT4 em musculo esquelético de
animais pinealectomizados.

Acredita-se que o ER seja o tipo de exercicio mais eficaz na melhora da
sensibilidade a insulina, ja que o0 mesmo é mais propenso a aumentar a massa
muscular e, em consequéncia, gerar maior espaco de armazenamento para
glicose (IVY, 2002). Entretanto, o ER proposto no presente estudo ndo aumentou
a area de seccao transversa no EDL em animais exercitados (CNEX e PNXEX)
gquando comparados aos seus controles (CNEX e PNX). Esses resultados estao
de acordo com os achados de Kim et al. (2015), os quais ndo verificaram aumento
na area de seccao transversa do GAS de animais submetidos, ou ndo, a 8
semanas de ER em escada (frequéncia de 3 sessGes semanais; volume de 1 série
de 10 repeticdes, 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 (frequéncia de 4 sessGes semanais;
volume de 1 série de 12 a 15 repeti¢cbes, 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 area de seccao
transversa das fibras musculares esqueléticas pode ser verificado ap6s 3 a 6
meses de ER (BAECHLE; EARLE, 2000), praticado em intensidade minima de
60% de 1RM (SCHOENFELD, 2013). Sugerimos que, no presente estudo, a



auséncia de respostas hipertréficas no EDL de animais CNEX e PNXEX quando
comparados aos animas CNS e PNX pode ter ocorrido devido ao curto periodo de
treinamento ou a baixa frequéncia, volume e intensidade de ER.

A atrofia muscular esquelética somente foi observada em animais PNX
gquando comparados aos animais CNS. N&o foram encontrados estudo sobre o
efeito da pinealectomia sobre a alteracdo muscular esquelética. Assim como a
resisténcia a insulina, essa atrofia pode ter sido decorrente do aumento na
expressdo de TNF-a no EDL de animais PNX quando comparados aos animais
CNS. Estudos sugerem que a expressdao aumentada de TNF-a no musculo
esquelético pode resultar em atrofia pela ativacdo da via TNF-a - IkB kinase
(IKK) - nuclear fator kappa B (NFkB) > TNF receptor associated factor 6
(TRAF6) (BODINI; SANDRI, 2013). Animais knockout para TRAF6 apresentaram
resisténcia a perda de massa muscular induzida por desnervacédo (KUMAR et al.,
2012), cancer (PAUL et al., 2010) e jejum (PAUL et al., 2012). Além disso, sugere-
se que a acdo inibitéria da IKK sobre a PI3K pode bloquear a sintese de proteinas
(BONALDO; SANDRI, 2013).

A PI3K participa tanto na promocdo do crescimento muscular, pela
estimulacdo da via IGF-1-PI3K-Akt—-mTOR, quanto na supressédo da protedlise,
atraveés da modulac&o negativa de atrogin-1 e MuRF1, pela ativacdo da via IGF-1—
PI3BK-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 diminui¢cdo na atividade da
via da Akt. E em animais imobilizados, desnervados, suspensos pela cauda e
submetidos ao jejum e a transeccao da medula espinhal foi observado aumento na
expressdo de atrogin-l e MuRF1 (BODINE et al., 200la). Estes mesmos
resultados foram observados em pacientes com doenca renal cronica,
insuficiéncia cardiaca, septicemia, diabetes, fumantes e alcodlicos (BODINE et al.,
2001a). Entretanto, a atrofia muscular esquelética observada em animais PNX
guando comparados a animais CNS mostrou ser independente da modulacéo da

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



Outra via relacionada a atrofia muscular esquelética é composta pela
miostatina e SMAD2/3. O aumento na regulagédo dessa via promove degradacdo
proteica de forma totalmente independente do aumento na expressao de MuRF1 e
pouco dependente do aumento na expressao de atrogin-1 (SARTORI et al., 2009),
podendo atuar na diminuicdo da sintese de proteinas pelo bloqueio das SMADs na
ativacdo da via IGF1-PI3K-Akt, permitindo aumento na expressdo da FoxOl e
consequente aumento na expressdo de atrogin-1 (BONALDO; SANDRI, 2013). A
inibicdo da via da miostatina mostrou ser suficiente na promocao de crescimento
muscular (SARTORI et al., 2009; WELLE et al., 2007; WHITTEMORE et al., 2003),
demonstrando eficacia no tratamento de miopatias, como distrofia muscular de
Duchenne (MORINE et al., 2010) e esclerose amiotrofica lateral (MORRISON et
al., 2009), assim como na prevencao de atrofia por desuso (TANDO et al., 2016).
No presente estudo, tanto a expressao de miostatina quanto o grau de fosforilagéo
de SMAD 2/3 estavam aumentados no musculo esquelético de animais PNX
quando comparados aos animais CNS. A atrofia muscular esquelética causada
pela pinealectomia demonstrou estar diretamente relacionada a esse aumento na
ativacdo da via da miostatina e ser independente de alteracfes na via da Akt e na
expressao de atrogin-1 e MuRF1.

A atrofia muscular esquelética pode vir acompanhada de perda de massa
ossea (RILEY; ESSER, 2017). Estudos recentes demonstraram que a inibicdo da
via da miostatina no musculo esquelético aumenta a massa 0ssea em
camundongos (BIALEK et al., 2014). Além disso, a inibicAo do receptor de
miostatina (ActRIIB) nos osteoblastos aumentou a formacdo 6ssea, também em
camundongos (PARK et al.,, 2006). Pesquisas que avaliaram o efeito da
pinealectomia sobre o tecido ésseo em roedores apontaram desenvolvimento de
escoliose (OYAMA et al., 2006) e aumento nos marcadores serum alkaline
phosphatase (ALP), carboxyterminal propeptide type | procollagen (PICP) e
carboxyterminal telopeptide type | collagen (ICTP) de reabsorcdo o&ssea
(OSTROWSKA et al., 2003). Entretanto, o aumento na DMO em animais PNX
quando comparados aos animais CNS foi a Unica alteragdo 6ssea observada no

presente estudo, em decorréncia da pinealectomia. Acreditamos que essa



alteracéo corresponde a um mecanismo de compensacao do 0sso, na tentativa de
manter os valores ideais para DMO. Também sugerimos que a auséncia de
alteracbes nos demais parametros avaliados em tecido &ésseo pode estar
associada a pouca idade dos animais, ja que nos estudos de Oyama et al. (2006)
e Ostrowska et al. (2003), animais pinealectomizados com mais idade
apresentaram perda na qualidade 6ssea.

A prética de ER promoveu melhora na qualidade 6ssea verificada por
alteracdes morfologicas (aumento em ASL, BV/TV e DMO) e metabdlicas
(aumento no padréo de imunomarcacao para TRAP, OCN e RANKL) em animais
CNEX quando comparados aos animais CNS. Esses resultados estdo de acordo
com estudos que demonstram a influéncia do ER no favorecimento da arquitetura
e remodelamento 6sseo (MENKES et al., 1993). Essa melhora na qualidade 6ssea
também foi verificada em animais PNXEX quando comparados aos animais PNX
por mudancas morfologicas (aumento em BV/TV e Th.N e diminuicdo em Tb.Sp),
metabolicas (aumento no padrdo de imunomarcacgéo para TRAP, OCN e RANKL)
e funcionais (aumento na forca maxima). Além do ER, o aumento de OCN em
animais PNXEX quando comparados aos animais PNX também pode estar
associado & melhora na sensibilidade a insulina nestes mesmos animais. Estudos
demonstram que roedores knockout para OCN (Ocn-/-) apresentaram
hiperglicemia, intolerancia a glicose, diminuicdo em: células B-pancreaticas,
secrecdo insulinica, sensibilidade a insulina e expressdo de adiponectinas, e
aumento em: massa gorda e triglicérides. Ademais, a administracdo de OCN
recombinante melhorou a intolerédncia a glicose e aumentou a expressao de
insulina em células B-pancreaticas (LEE et al., 2007).

O maior numero de alteracBes observado nos animais PNXEX quando
comparados aos animais PNX do que o grupo CNEX quando comparado ao grupo
CNS segure que os animais submetidos a pinealectomia sdo mais sensiveis a
melhora na qualidade éssea promovida pela pratica de ER. Salientamos que o
presente estudo foi o pioneiro em avaliar o efeito do ER sobre o tecido 6sseo em

animais pinealectomizados. Também ndo foram encontrados registros sobre o



efeito da pratica de exercicios fisicos sobre o tecido 6sseo em individuos com
inversédo do ciclo claro-escuro.

Em resumo, os resultados do presente estudo indicam resisténcia a insulina
promovida pela supressdo na producdo de melatonina pela glandula pineal.
Sugerimos que o desenvolvimento da resisténcia a insulina esta relacionado ao
aumento na expressdo de TNF-a em musculo esquelético. O ER melhorou o perfil
da expressao de TNF-a em animais pinealectomizados, manteve concentracdes
adequadas de glicose e insulina, prevenindo o desenvolvimento da resisténcia a
insulina causada pela pinealectomia. A pinealectomia também promoveu atrofia
muscular esquelética. Essa atrofia mostrou estar associada a ativagdo da via da
miostatina, podendo também estar relacionada ao aumento na expressao de TNF-
a, sendo independente de alteragdes na expressao de atrogin-1 e MuRF1 e de
modulacdes na via da Akt. O ER nao preveniu a atrofia muscular esquelética
causada pela pinealectomia. Contudo, aumentou a capacidade de geracédo de
forca maxima em animais com e sem pineal, além de melhorar a qualidade 6ssea
nos mesmos. A pinealectomia ndo promoveu qualquer prejuizo no tecido 6sseo.
Por outro lado, o ER melhorou a qualidade éssea tanto nos animais controle e
pinealectomiados.

Portanto, os principais resultados desse estudo apontam o efeito da
pinealectomia na promoc¢do de resisténcia a insulina e atrofia muscular
esquelética, e o efeito do ER na prevencéo da resisténcia a insulina causada pela
pinealectomia e melhora na qualidade Ossea e alguns parametros no tecido
muscular, como o TNF-a e GLUT4. Para prevencdo da atrofia muscular em
individuos que apresentam inversao no ciclo claro-escuro, sugerem-se adaptacoes

no volume, frequéncia, duracéo e/ou intensidade de treinamento.
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8. CONCLUSAO

Confirmando nossa hipétese, o ER preveniu os danos causados pela
pinealectomia na sensibilidade a insulina e nos parametros 6sseo e muscular. Em
contrapartida, o ER ndo promoveu alteragcdes na atrofia muscular em animais
pinealectomizados. Por fim, a pinealectomia ndo promoveu prejuizo em tecido
0sseo e 0 ER promoveu melhora nesse tecido tanto no grupo controle como no
grupo pinealectomizado. Portanto, concluimos que a melatonina tem grande
importancia no controle da glicemia e manutencéo da qualidade 6ssea e muscular.
A pratica de ER preveniu a resisténcia a insulina causada pela supressdo na
producdo de melatonina pela glandula pineal, além de melhorar a qualidade no
0sso e no musculo. E possivel que a realizacdo do treinamento resistido, proposto
no presente estudo, possa servir como alternativa ndo-farmacolégica na
diminuicdo das chances de desenvolvimento de resisténcia a insulina em
individuos expostos a luz em periodo noturno, como trabalhadores noturnos. A
pratica desse tipo de exercicio também pode melhorar a qualidade déssea em

individuos que apresentam dessincronizagéo dos ritmos circadianos, ou nao.
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