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RESUMO 

 

Proença ARG. Exercício físico e melatonina promovem conjuntamente redução da 
adiposidade em ratos, embora estes se tornem hipogonádicos. [tese (Doutorado em 
Fisiologia Humana)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo; 2013.  

 

Na última década, vários estudos observaram que a melatonina, além de alterar o 

peso corporal de animais, também reduz adiposidade e melhora a sensibilidade à 

insulina no tecido adiposo. Entretanto, alguns trabalhos apontam um possível efeito 

antigonadotrófico da melatonina. Em relação ao exercício físico, suas contribuições 

no controle do peso corporal assim como da adiposidade já foram evidenciadas por 

diversos estudos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi o de averiguar se o 

exercício físico somado a suplementação com melatonina em animais pós-púberes, 

modifica a adiposidade e a regulação da atividade lipolítica, nos tecidos adiposos 

localizados nas regiões subcutânea inguinal (SUB) e retroperitoneal (RP), além de 

verificar possíveis efeitos antigonadotróficos decorrentes do tratamento com 

melatonina. A concomitância do treinamento físico (50-60% da capacidade máxima) 

e da suplementação com melatonina (0,2 mg/Kg/dia) durante 8 semanas em ratos 

Wistar de 11 semanas de idade foi mais eficiente em promover reduções no 

diâmetro dos adipócitos e, consequentemente, na adiposidade do que o uso isolado 

do treinamento físico ou da suplementação com melatonina. Entretanto, não foram 

observadas alterações na atividade lipolítica, e nem na lipogênese, medidas em 

adipócitos isolados das regiões estudadas. Foi demonstrado também que, mesmo 

em doses reduzidas, a suplementação promoveu hipogonadismo com consequente 

redução da testosteronemia, além de uma redução da massa do músculo EDL (de 

contração rápida), evidenciando assim a necessidade de se aprofundar os estudos 

sobre os impactos do uso de melatonina sobre o eixo hipófise-hipotálamo-gônadas. 

 
 
Palavras-chave: Treinamento físico. Melatonina. Adiposidade. Lipólise. 

Hipogonadismo. 

 
 



 

 

ABSTRACT 

 

Proença ARG. Exercise and melatonin acting together promote in rats adiposity 
reduction, although they become hypogonadic. [Ph. D. thesis (Human Phisiology)]. 
São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2013.  

 
In the last decade, several studies showed that melatonin, besides changing body 

weight of animal also reduces adiposity and improves insulin sensitivity in adipose 

tissue. However, some of them pointed to a possible melatonin's antigonadotropic 

action. In relation to exercise, its contributions to the control of body weight, as well 

as adiposity, have been highlighted by several studies. Hence, the purpose of this 

study was to investigate whether the physical exercise plus supplementation with 

melatonin in postpubertal animals modify adiposity and regulation of lipolysis in the 

inguinal subcutaneous (SUB) and retroperitoneal (RP) adipose tissues, away from 

assessing the possible antigonadotropic effects resulting from melatonin treatment. 

The concomitance of physical training (50-60% maximum) and melatonin 

supplementation (0.2 mg / kg / day) for 8 weeks to 11 weeks old rats were more 

efficient in promoting reductions in adipocyte size and hence in adiposity than 

physical training or melatonin supplementation alone. However, no changes were 

observed in lipolysis or in lipogenesis, measured in isolated adipocytes from 

investigated the fat depots. We also showed that, even at this low dose, melatonin 

promoted hypogonadism with consequent reduction of the testosteronemia and a 

reduction in EDL (extensor digitorum longus) muscle mass (fast twitch), thus 

evidencing that further studies on the impacts of the use of melatonin the 

hypothalamic-pituitary-gonadal axis are actually needed. 

 

Keywords: Physical training. Melatonin. Adiposity. Lipolisys. Hypogonadism. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O tecido adiposo (TA) é o maior reservatório de energia de que dispomos, 

sendo durante muito tempo considerado um tecido cuja finalidade era apenas esta. 

Na última década do século passado, descobriu-se que, além de ser abundante 

fonte de energia, o TA era também um importante produtor de substâncias 

biologicamente ativas, passando então a ser reconhecido como órgão endócrino, 

desempenhando um papel ativo na regulação do metabolismo energético1,2.  

O interesse por seu estudo mais aprofundado se deveu, em parte, ao aumento 

epidêmico da obesidade nas mais diversas sociedades contemporâneas. A 

combinação de hábitos alimentares constituídos por dietas ricas em gorduras e 

açucares e o sedentarismo é responsável pelo número crescente de pessoas com 

sobrepeso e obesidade, sendo hoje um dos maiores problemas de saúde no mundo 

ocidental, atingindo, em certos casos, um terço da população 3,4,5,6. 

 Este fato fez com que houvesse maior necessidade de pesquisas que 

possibilitassem melhor entendimento da funcionalidade do tecido adiposo. Estudos 

in vivo e in vitro realizados tanto em animais como em humanos, uso de técnicas 

como microdiálise, assim como avanços na área da biologia molecular culminaram 

em maior entendimento a respeito da fisiologia do tecido adiposo. Estes estudos, 

além de buscarem elucidar aspectos e fatores que interferem no controle metabólico 

como dieta, exercício, patologias, idade, fármacos, estresse, etc, procuram ainda 

entender o reflexo de um aumento ou de uma diminuição da adiposidade, localizada 

ou generalizada no organismo como um todo.  

As duas principais ações metabólicas do tecido adiposo branco são a lipólise 

(mobilização ou hidrólise do triacilglicerol) e lipogênese (armazenamento ou síntese 

de ácidos graxos). A importância dessas ações conferiu ao tecido adiposo papel 

fundamental no controle metabólico7. Tanto a lipólise como a lipogênese são 

reguladas pela integração dos mecanismos endócrino e neural, que cooperam para 

manter a massa adiposa relativamente constante frente às condições habituais. 

Inúmeros trabalhos científicos já evidenciaram o reflexo do exercício físico no 

metabolismo energético, e principalmente sua contribuição na redução ou na 

contenção de um aumento da adiposidade.  

Nas duas últimas décadas, pesquisadores passaram a demonstrar uma 

considerável participação na melatonina no metabolismo energético. Alguns 
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trabalhos evidenciaram sua influência na regulação da adiposidade. Entretanto, 

ainda há perguntas a serem respondidas sobre os impactos, positivos e negativos 

que seu uso, na reposição ou no tratamento, pode causar ao organismo. Devido ao 

fato de alguns estudos, citados posteriormente, demonstrarem um efeito central 

desse hormônio com repercussões gonádicas, adotamos o modelo animal de 

suplementação com melatonina, objetivando avaliar os efeitos no metabolismo do 

adipócito, assim como nas estruturas que compõem o sistema reprodutor.       
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

A ênfase desse estudo foi direcionada a melhor compreensão da ação lipolítica 

frente ao exercício físico e ao tratamento com melatonina. Desta maneira, nesta 

breve revisão, elucidaremos mais amplamente o mecanismo lipolítico, assim como o 

papel de ambas intervenções utilizadas, na adiposidade.  

2.1 Lipólise: mecanismos gerais 

 

No tecido adiposo se encontra o maior reservatório energético, armazenado 

sob a forma de triacilgliceróis (TAG). Sua mobilização fornece "combustível" para 

outros órgãos e isto ocorre por meio do processo metabólico chamado lipólise. 

Durante períodos de privação de nutrientes, estresse ou durante a prática de 

exercícios físicos, a lipólise é estimulada promovendo a hidrólise de estoques de 

TAG presentes no interior dos adipócitos. Estes estoques constituem uma grande 

gota lipídica que está rodeada por uma monocamada fosfolipídica, além de 

proteínas estruturais, enzimas e coativadores8. De maneira geral, a atividade 

lipolítica culmina na liberação sistêmica de três moléculas de ácidos graxos não 

esterificados e uma molécula de glicerol. Os AGL liberados na corrente sanguínea 

são usados como fonte de energia por outros tecidos, como coração e músculo 

esquelético.  

Para que ocorra esta liberação sistêmica de AGL e glicerol, é necessária uma 

série de eventos extra e intracelulares, a começar pela presença de substâncias 

(hormônios) que irão sinalizar aos adipócitos a necessidade de liberação de 

substratos energéticos para suprir uma demanda aumentada ou, no caso de 

privação de nutrientes, visando poupar a utilização de glicose, menos prioritária para 

certos territórios do organismo, uma vez que esta é crucial para o adequado 

funcionamento do sistema nervoso central. 

  

2.1.1 Os Mensageiros  

 

As catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) e a insulina são os principais 

reguladores de ação rápida da lipólise em humanos9.  Entretanto, existe outras vias 
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responsáveis pela estimulação lipolítica e anti-lipolítica. Por exemplo, a via 

dependente de peptídeos natriuréticos (NPs), que além de exercer efeitos sobre os 

sistemas cardiovascular e renal também exerce ação importante na estimulação da 

lipólise in vivo e in vitro10.  

Efeitos lipolíticos estimulados por hormônio de crescimento (GH), fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-), IL-6, paratormônio e glicorticóides também já foram 

demonstrados11,12,13,14,15,16,17. Existem ainda hormônios derivados da pró-

opiomelanocortina (POMC) como, adrenocorticotropina (ACTH) e o hormônio 

estimulante dos melanócitos-alfa (MSH) que exercem atividade lipolítica em 

adipócitos de roedores, mas não em humanos18.  

De qualquer forma, mesmo com a descoberta de outras substâncias, as 

catecolaminas ainda integram a principal via fisiológica para a estimulação da 

lipólise em adipócitos. Especialmente em humanos, durante o jejum, as 

catecolaminas são os principais hormônios que atuam na estimulação da lipólise. Os 

efeitos reguladores da lipólise promovidos pelas catecolaminas ocorrem em 

decorrência da sinalização intracelular desencadeada por ativação de receptores 

adrenérgicos (β-1, β-2, β-3 e α-2). Em roedores, o receptor adrenérgico β-3 é o 

principal regulador lipolítico, sendo que, em seres humanos, apenas os receptores 

adrenérgicos β-1, β-2, e α-2 exercem ação reguladora19,20. Os receptores 

adrenérgicos possuem uma região extracelular e uma região transmembrânica com 

sete domínios hidrofóbicos que estão acoplados na porção intracelular a proteínas 

reguladoras ligadas a GTP/GDP ou, como são mais conhecidas, proteínas G (figura 

2). Os receptores β-adrenérgicos, estão acoplados a proteínas GS, que exercem 

ação estimulatória sobre a adenilato ciclase, enzima intracelular aderida à 

membrana plasmática que catalisa a formação de AMPc a partir do trifosfato de 

adenosina (ATP)21. Diferentemente, os receptores adrenérgicos α-2 estão acoplados 

a proteínas GI, que exerce ação inibitória e que, sendo assim, inibe a atividade da 

enzima adenilado ciclase, impedindo a formação de AMPc. A noradrenalina possui 

maior afinidade para receptores adrenérgicos α-2 do que para β-adrenérgicos, 

sugerindo a existência de um papel para a via adrenérgica-α na regulação da lipólise 

no tecido adiposo subcutâneo em humanos sob condições de exercício ou 

estresse22,23.  

Os efeitos desencadeados pelos mensageiros químicos envolvidos na 

atividade lipolítica do tecido adiposo como as catecolaminas, insulina, peptídeos 
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natriuréticos, assim como os outros citados anteriormente, estão relacionados com a 

síntese ou degradação de segundos mensageiros, como por exemplo, AMPc e 

GMPc, que atuam na ativação de enzimas responsáveis pelo controle lipolítico.  

 

2.1.2 Enzimas, Proteínas e Co-ativadores 

 

O aumento da concentração intracelular de AMPc e GMPc culmina na ativação 

de quinases proteicas dependentes deles (PKA e PKG). Essas são enzimas 

capazes de transferir grupos fosfatos de moléculas doadoras de alta energia como 

ATP, para outras moléculas-alvo (fosforilação). A PKA possui quatro subunidades, 

duas reguladoras e duas catalíticas. Na presença de seus ativadores a subunidade 

reguladora sofre mudanças conformacionais resultando na ativação da catalítica24.   

Logo, a via β-adrenérgica, como descrito anteriormente, promove a ativação da 

PKA por aumentar a concentração de AMPc.  Uma vez ativada, a PKA fosforila sítios 

de serina da hidrolase lipase hormônio sensível (HSL), ativando-a25 (figura 2). Uma 

vez ativa, a HSL transloca-se do citosol para a gota lipídica onde se une a uma 

proteína de ligação de ácidos graxos-4 (FABP4 ou ALBP ou aP2) e então realiza a 

hidrólise de TAG, diacilgliceróis (DAG) e monoacilgliceróis (MAG) sendo sua taxa 

relativa de hidrólise 1:10:05 respectivamente26,27. Estudos demonstram que 

adipócitos de camundongos com deficiência de HSL, apresentam diminuição 

moderada na lipólise estimulada e um acúmulo de DAG em vários tecidos, indicando 

que a ação da HSL é limitante para a hidrólise de DAG28,29. A ação da PKA não para 

apenas na fosforilação e consequente ativação da HSL. É responsável por fosforilar 

uma proteína presente na superfície da gota lipídica, chamada perilipina, 

promovendo seu deslocamento para o citoplasma, ou seja, no sentido inverso da 

transloção da HSL, permitindo uma interface de contato entre a hidrolase e a gota 

lipídica30. A perilipina faz parte de um grupo de proteínas chamadas de PAT que 

inclui a perilipina (atualmente denominada perilipina-1), a adipofilina, também 

chamada de proteína relacionada à diferenciação do adipócito (atualmente 

denominada como perilipina-2), a proteína de interação caudal-47 kDa (TIP-47 

atualmente denominada perilipina-3), a S3-12 (denominada perilipina-4) e 

OXPAT/MLDP (denominada perilipina-5). Há ainda a presença da proteína 

específica de gordura - 27 (FSP-27)31. Essas proteínas recobrem a gota lipídica 
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regulando e coordenando o armazenamento dos estoques lipídicos no estado basal 

e mediando a lipólise estimulada28,29,30. Um estudo realizado por Sztalryd et al. 

mostrou que, para a translocação da HSL durante a atividade lipolítica, é essencial a 

presença e a fosforilação da perilipina-1, uma vez que adipócitos isolados de 

camundongos que não expressavam perilipina-1 apresentavam uma perda quase 

que total da atividade lipolítica por estimulação β-adrenérgica32. Embora a perilipina-

1 restrinja o acesso da HSL ao estoque de TAG, reduzindo assim a lipólise basal, 

sua presença fosforilada é essencial para a atividade hidrolase da HSL durante a 

lipólise estimulada33.  

Em 2004, três grupos independentes relataram a existência de uma segunda 

enzima, que pode ser chamada de lipase de TAG do tecido adiposo (ATGL), 

desnutrina ou fosfolipase A2 dependente de cálcio (iPLA2). Com isso, a HSL perdeu 

seu posto de única enzima responsável por hidrolisar TAG em mamíferos, passando 

a dividir então essa especialidade com outra enzima tão importante quanto34,35. A 

ATGL é altamente expressa em humanos e roedores, e possui uma especificidade 

em hidrolisar o substrato TAG34. No estudo realizado em 2006 por Haemmerle G. et 

al, foi demonstrado que camundongos knockout (KO) para ATGL apresentavam 

diminuição na liberação de AGL de mais de 75%, com consequente acúmulo 

ectópico muscular de TAG, o que causava uma grave miopatia no músculo cardíaco 

e uma deficiência geral no equilíbrio energético, com consequente morte do 

animal36.     

Os mecanismos moleculares que regulam a atividade da ATGL em resposta à 

estimulação β-adrenérgica não estão completamente esclarecidos. Embora possa 

ser fosforilada, não se sabe se esta modificação tem relevância para a sua 

atividade30. Entretanto, sabe-se que a sua atividade aumenta grandemente na 

presença de um co-ativador denominado CGI-58 (comparative gene identification-

58) também conhecido como ABHD5 (alpha/beta-hydrolase domain-containing 

protein 5)37. Evidências sugerem um mecanismo envolvendo a perilipina-1 e o CGI-

58, onde a disponibilidade do co-ativador é dependente da fosforilação da perilipina-

1 (figura 1). Em adipócitos sem estimulação lipolítica, o CGI-58 está localizado na 

superfície da gota lipídica junto à perilipina-1, ao passo que, no estado estimulado a 

perilipina-1 sofre a fosforilação mediada pela PKA ou PKG, o que provoca seu 

deslocamento para o citoplasma e a dissociação do co-ativador CGI-58, deixando-o 

disponível para sua interação e ativação da ATGL30,38,39. Foi demonstrado ainda que 
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presença da proteína FSP-27, colocalizada junto a gota lipídica, exerce papel 

importante no controle da atividade lipolítica. Tanto a diminuição da expressão de 

perilipina-1 como a de FSP-27 resultam em elevação da lipólise basal40. Em um 

elegante estudo, observou-se que perilipina-1 e FSP-27 coordenadamente 

trabalham controlando a capacidade lipolítica dos adipócitos41. A FSP-27 atua 

limitando a presença da ATGL junto a gota lipídica, enquanto que a perilipina-1 age 

de maneira crucial no controle da resposta lipolítica da ATGL mediada por hormônio 

beta-adrenérgico, uma vez que no estado basal a perilipina-1 detém o co-ativador 

responsável pela ativação enzimática da ATGL41. Existe ainda uma proteína 

identificada como produto proteico do gene G0/G1 switch gene 2 (G0S2), que ao 

interagir com a lipase ATGL modula sua ação, inibindo sua atividade42. Juntas, 

ATGL e HSL são responsáveis por mais de 95% da hidrólise de TAG em adipócitos 

de camundongos43.  

A outra hidrolase encontrada do adipócito é a lipase de monoacilglicerol (MGL). 

Diferentemente da ATGL e da HSL, a MGL não hidrolisa TAG e DAG, ela possui 

ação específca para a hidrólise de monoacilglicerol (MAG)44. Embora a sua ação se 

mostre necessária para a completa hidrólise do TAG in vitro, o fato da HSL também 

ser hábil em hidrolisar MAG não deixa claro se in vivo a presença da MGL seja 

relevante44,30. Sua atividade promove a dissociação do último AG e do glicerol da 

molécula de TAG. Não há evidências de que sua expressão e atividade celulares 

sejam reguladas por hormônios ou estado energético celular.    

De maneira sucinta, a hidrólise do TAG ocorre a partir de um estímulo que gera 

a atuação de mensageiros, proteínas, co-atividores e enzimas, principalmente as 

hidrolases, culminando primeiramente na ação da ATGL sobre o TAG gerando DAG 

e AGL, em seguida a ação da enzima multifuncional HSL que é capaz de hidrolizar 

TAG, DAG e MAG, mas que é passo limitante para hidrólise de DAG gerando MAG e 

AGL e por fim a ação da MGL, eficiente na clivagem de MAG e liberação de AGL e 

glicerol. 

 

2.1.3 Transporte de AGL e Glicerol 

 

Como já assinalado, após a hidrólise completa do TAG, há liberação dos AGL e 

glicerol no citoplasma. A etapa final da lipólise é o efluxo destes produtos. O AGL, 
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por ser pouco hidrossolúvel, representa um problema físicoquímico, além de seu 

acúmulo poder resultar em toxicidade para a célula. Esse problema é contornado por 

sua ligação à FABP-4 (proteína de ligação de ácido graxo) que os transporta para a 

membrana plasmática45. Em parte, o seu transporte através da membrana se dá por 

difusão passiva46. No entanto, existem proteínas transportadoras que facilitam este 

efluxo, como a ácido graxo translocase (FAT/CD36) e proteína transportadora de 

ácido graxo (FATP) que também funcionam como mediadores da captação de 

AGL47. Entretanto, a participação dessas proteínas no efluxo de AGL ainda não está 

clara. Uma vez no sangue, ácidos graxos se ligam à albumina e são transportados 

através da circulação para suprir as necessidades energéticas de vários tecidos48. 

Quanto ao glicerol, este deixa a célula por um canal específico, a aquaporina-7 

(AQP7), presente na membrana dos adipócitos. As aquaporinas são proteínas 

integrais de membrana que funcionam como canais, permitindo o movimento da 

água através delas49,50. São permeadas pela água e, em graus variados, por alguns 

solutos orgânicos como o glicerol49. A aquaporina-7, por ser permeável a ambos, é 

uma aquagliceroporina. Animais deficientes em AQP7 (AQP7-KO) apresentaram uma 

liberação de glicerol prejudicada, assim como obesidade durante o 

envelhecimento50. Isto porque o glicerol retido na célula é re-fosforilado pela ação da 

enzima gliceroquinase (GyK) cuja atividade se apresentou aumentada nestes 

animais. Isto resulta em re-esterificação intensa e acúmulo de TAG, com 

conseqüente hipertrofia dos adipócitos em associação com o defeito47,50,51,52.  
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Figura 1- Principais vias envolvidas da regulação lipolítica. Vias de transdução de 
sinal de catecolaminas via receptores adrenérgicos, receptores inibitórios 
e de peptídeos natriuréticos atrial via receptor tipo A 

 

 

A hidrólise do TAG por vias adrenérgicas  tem início na ligação de catecolaminas ao receptores 
adrenérgicos, que por sua vez, via proteína Gs, promove um aumento da atividade da Adenilato 
Ciclase (AC) promovendo um aumento na concentração de AMPc intracelular, o que ativa a proteína 
quinase (PKA) e que promove a fosforilação de proteínas como a  HSL e perilipina. A fosforilação da 
perilipina induz uma alteração física importante da superfície da gota, que facilita a ação de HSL além 
de liberar o co-ativador (CGI-58), que interage e ativa a hidrolase  ATGL. A ação da ATGL sobre o 
TAG gera DAG e AGL. A fosforilação da HSL promove sua ativação e translocação do citosol para a 
superfície das gotículas de gordura onde é capaz de hidrolisar TAG, DAG e MAG, mas que é passo 
limitante para hidrólise de DAG, gerando MAG e AGL. Por fim, a ação da MGL, que é eficiente na 
clivagem de MAG e liberação de AGL e glicerol. A proteína quinase (PKA e PKG) envolvidas na 
fosforilação de proteínas alvo. O  efeito antilipolítico da insulina, tem início através da estimulação de 
receptores de insulina estimulando a fosfodiesterase-3B que promove a degradação do AMPc, 
impedindo a ativação da PKA. PDE-5A,  fosfodiesterase 5A; ATGL, Lipase de triacilgliceróis do tecido 
adiposo; FABP-4, proteína de ligação de ácidos graxos dos adipócitos 4; GC, da guanilato ciclase, Gi, 
proteína G inibitória; Gs, proteína G estimulatória; HSL, lipase hormônio-sensível; PLINA, perilina; 
FPS-27, proteína específica de gordura-27; G0S2, produto proteico do gene G0/G1 switch gene 2. 
MGL, lipase de monoacilglicerol; AGL, ácidos graxos não-esterificados; NPR-A, receptor tipo A de 
peptídeos natriuréticos; TAG, triacilgliceróis; DAG, diacilgliceróis; MAG, monoacilgliceróis. 

 

2.1.4 Re-esterificação 

 

A re-esterificação nada mais é que a ressíntese do TAG a partir de AGL 

liberados após a hidrólise de moléculas de TAG durante a lipólise. Esse fenômeno é 

também um exemplo de “ciclo fútil”, uma vez que ácidos graxos liberados pela 

lipólise e que não foram usados como substrato energético por outros tecidos são 

re-esterificados em TAG a expensas de ATP53. Em seres humanos em jejum, foi 

estimado que 60% dos AGs liberados na lipólise são re-esterificados, sendo o tecido 
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adiposo responsável por boa parte deste processo54. Para a ressíntese da molécula 

de TAG, além dos AGL é preciso também da molécula de glicerol-3-fosfato (G3P). 

No TAB, encontramos três vias para a geração de G3P: a via glicolítica, a 

gliceroneogênese e a fosforilação da molécula de glicerol. Admitia-se que a principal 

via durante o estado alimentado fosse a glicolítica55. Por esta hipótese, a glicose 

seria a principal precursora do G3P, o qual é essencial para o armazenamento dos 

AGL advindos da dieta, no TAB e no fígado53. No entanto, demonstrou-se 

recentemente que, mesmo em animais alimentados com dieta rica em sacarose, a 

gliceroneogênese é a via de geração de G3P mais importante55. Já no jejum, onde a 

atividade lipolítica é aumentada, e a baixa concentração de insulina limita o uso da 

glicose, a gliceroneogênese passa a ser ainda mais intensa53. Nesta, ocorre a 

síntese de novo de G3P a partir de piruvato, lactato, alanina e ânions orgânicos do 

ciclo de Krebs, precursores diferentes da glicose e do glicerol56. A principal enzima 

dessa via é a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCKc)56. A outra via de geração 

de G3P é a da fosforilação direta da molécula de glicerol57. Esta via é dependente da 

enzima GyK (glicerol-quinase), cuja expressão no TAB é apontada por alguns 

estudos como sendo muito baixa, sendo considerada uma via pouco importante para 

a re-esterificação43. Entretanto, há estudos mostrando que, em certas condições 

fisiológicas, esta via é uma fonte importante de glicerol58,59,60. 

 

2.1.5 Diferenças entre depósitos de tecido adiposo branco 

 

 Além de toda complexidade já observada na maquinaria que envolve a 

atividade metabólica do tecido adiposo branco, é importante lembrar que os 

depósitos de tecido adiposo branco demonstram ter características peculiares entre 

uma localização anatômica e outra, principalmente em relação a regulação da 

atividade lipolítica61. Em estudos realizados em adipócitos isolados da região 

visceral de humanos, observou-se maior atividade lipolítica em resposta à 

estimulação adrenérgica do que em células da região subcutânea62.  Evidenciou-se 

também que células da região visceral são menos sensíveis aos efeitos anti-

lipolíticos promovidos por agonista de receptor alfa-2 adrenérgico63. Estudos in vivo, 

utilizando a técnica de microdiálise, demonstraram que o tecido adiposo epididimal 

(visceral) é mais responsivo a lipólise via estimulação beta-adrenérgica do que 
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depósitos de gordura da região subcutânea inguinal64. Do mesmo modo, foi 

mostrado que a expressão gênica e proteica de proteínas lipolíticas tais como ATGL, 

HSL e lipogênicas como Acetil-Coenzima-A Carboxilase (ACC1), Ácido Graxo 

Sintase (FAS) apresentam quantidades distintas entre gorduras das regiões 

subcutânea e visceral, e até entre depósitos com similar localização anatômica 

(tecido adiposo mesentérico e retroperitoneal, ambos viscerais)65. Tais evidências 

sobre as diferenças entre depósitos de tecido adiposo, são importantes pois ajudam 

a entender não apenas mecanismos envolvidos na fisiologia do tecido adiposo 

saudável, mas seu funcionamento em pacientes acometidos por patologias como, 

síndrome de Cushing, obesidade, lipodistrofia dentre outras. Nesses casos, as 

alterações na expressão de proteínas, co-ativadores, receptores, enzimas, 

disponibilidade de substratos, possivelmente ocorrem levando a modificações dos 

processos metabólicos de mobilização, incorporação de lipídeos e distribuição do 

tecido adiposo branco, provocando assim um reflexo no organismo como um todo. 

 

2.2 Exercício físico e adiposidade 

  

No mundo contemporâneo, são vários os fatores que favorecem um estilo de 

vida mais sedentário. A grande parte dos trabalhadores realizam suas funções em 

seus empregos sem muito gasto de energia, os avanços tecnológicos possibilitam 

para atividades do dia-a-dia maior conforto com menor gasto energético (carro com 

direção hidráulica, controle remoto, elevadores, computadores, e outros). O estresse 

psicológico ou físico da vida moderna devido ao acúmulo de tarefas a serem 

cumpridas em um só dia reflete-se em falta de tempo para prática de exercício físico 

regular que, somada à ingestão de alimentos, com elevado teor calórico e baixo 

valor nutritivo, permite que cada vez mais adultos jovens e crianças tornem-se 

obesos.  

Evidências sugerem que grande parte da obesidade é devida principalmente ao 

baixo gasto energético e ao alto consumo de alimentos que, associados ao 

sedentarismo da vida moderna, parecem constituir o maior fator etiológico do 

crescimento dessa doença nas sociedades industrializadas66. Tal sedentarismo é 

muitas vezes justificado pela falta de um local adequado para uma prática regular de 

exercício físico, pela questão financeira, e principalmente pela falta de tempo. Hoje, 
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em meio a tantas formas de comunicação, a comodidade mais do que a falta de 

informação sobre a importância do exercício físico, parece ser a principal causa da 

sua não prática. 

Como fonte de energia diária, o organismo faz uso de nutrientes presentes nos 

alimentos. Carboidratos, gorduras e proteínas são os nutrientes que fornecem a 

energia necessária para manter as atividades orgânicas em repouso e durante o 

exercício. No exercício, os principais nutrientes utilizados na obtenção de energia 

são as gorduras e carboidratos, pois as proteínas contribuem em menor proporção 

para a energia total utilizada 67,68. 

Os carboidratos e lipídeos são as principais fontes de energia para o trabalho 

muscular, fornecendo 4 e 9 kcal/g, respectivamente. Os lipídeos, constituídos 

predominantemente por moléculas de TAG, após a digestão e absorção, são 

reconstituídos na mucosa intestinal e secretados para linfa na forma de 

quilomícrons, e então transportados para a circulação. Os TAG aí contidos são 

hidrolisados pela lipase de lipoproteínas, dando origem a três moléculas de ácidos 

graxos livres (AGL) e uma de glicerol.  

A capacidade de armazenamento corporal de energia é muito limitada para os 

carboidratos enquanto que, para os lipídios, pode ser mais de cem vezes maior, o 

que significa que comparativamente pode ser considerada quase ilimitada. Assim, a 

maior parte das reservas energéticas no corpo humano é armazenada como TAG no 

tecido adiposo67,68. Exemplificando, adultos magros possuem mais de 80.000 kcal de 

energia potencial armazenada como TAG. Essa energia corresponde 40 ou mais 

vezes a quantidade de energia armazenada como glicogênio na musculatura 

esquelética e no fígado. Para usar este recurso abundante de energia, os 

triacilgliceróis são primeiramente hidrolisados, e os ácidos graxos resultantes são 

então transportados para os tecidos onde serão oxidados. Consequentemente, o 

uso de triacilgliceróis do tecido adiposo como um combustível durante o exercício 

exige uma regulação, coordenando a lipólise, a circulação sanguínea, e o transporte 

dos ácidos graxos até a mitocôndria no músculo esquelético69. 

Durante o exercício de baixa-intensidade (consumo máximo do oxigênio de 

25%; VO2max), a lipólise no tecido adiposo (medida como a taxa de aparecimento do 

glicerol na circulação) aumenta de duas a quatro vezes em relação aos valores de 

repouso70,71. Ao mesmo tempo, a taxa de re-esterificação do ácido graxo diminui, 

tendo por resultado uma proporção maior de ácidos graxos liberados para a 
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oxidação no músculo esquelético72. A taxa lipolítica permanece relativamente estável 

com o aumento da intensidade do exercício, mas aumenta progressivamente 

durante o prolongamento do exercício de baixa ou moderada intensidade73. Embora 

a taxa lipolítica permaneça relativamente elevada com o aumento da intensidade do 

exercício, a liberação de ácidos graxos na circulação declina (AGL plasmático)73. 

Isto pode parecer ineficaz, reduzindo a disponibilidade de uma fonte rica de energia 

usada como combustível no momento em que as demandas de energia estão 

alcançando o seu máximo, mas durante o exercício de alta intensidade, os músculos 

utilizam predominantemente estoques intramusculares de carboidrato e gordura. De 

fato, mesmo quando os lipídios são infundidos intravenosamente durante exercícios 

de alta intensidade, aumentando assim as concentrações de ácidos graxos no 

plasma, a taxa de oxidação é ainda menor do que aquela encontrada em exercícios 

de baixa intensidade74.  

Percebe-se que o sedentarismo contribui com o desequilíbrio energético, 

fazendo com que o indivíduo passe a ter armazenamento maior do que a 

mobilização energética, induzindo assim aumento na massa adiposa corporal. Além 

disso, o indivíduo sedentário deixa de contar com algumas contribuições fisiológicas 

que são promovidas pelo exercício, como por exemplo, captação de glicose 

independente da insulina, a qual envolve mecanismos que culminam em um 

aumento da translocação de GLUT-4 para a membrana plasmática73. 

O aumento na atividade física é fator importante na melhora das condições 

cardiovasculares, respiratórias e emocionais, além de melhorar a composição 

corporal e a saúde mental75. São ainda incluídos como benefícios decorrentes de um 

exercício físico regular: diminuição da pressão arterial, melhora da capacidade vital, 

diminuição ou supressão da sensação de fome, diminuição da resistência à insulina 

além de outros76,77.  

A melhor maneira de tratar o excesso de adiposidade é mudar o estilo de vida 

através da prática regular de exercício físico e da reeducação alimentar, para que 

assim o gasto supere o consumo energético diário78. Da mesma maneira que 

estudos demonstram relações importantes entre exercício físico e adiposidade, 

também apontam relações diretas entre exercício físico e sensibilidade à insulina. 

Há menores níveis e maior sensibilidade à insulina em atletas, em comparação aos 

seus congêneres sedentários78.  
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No que diz respeito aos mecanismos moleculares responsáveis por uma 

melhora da sensibilidade à insulina, uma única sessão de exercício aumenta tanto a 

atividade dependente de insulina como o número de transportadores de glicose 

GLUT-4 na membrana plasmática79, bem como o conteúdo e a atividade do RNA 

mensageiro da hexocinase II80. Os efeitos do treinamento físico poderiam ser 

explicados em parte pelo efeito residual da última sessão de exercício, mas também 

poderiam ser explicados pelo efeito crônico induzido pelo treinamento no número de 

transportadores de glicose, na proliferação capilar e no número de fibras IIa 

(oxidativas) que, por sua vez, possuem maior teor de GLUT-481. 

Durante e após sessões repetidas de exercício aeróbio em humanos, 

observou-se que, juntamente com o aumento da lipólise no tecido adiposo, a 

insulinemia estava significativamente reduzida e havia um aumento de 

catecolaminas, hormônio de crescimento (GH) e cortisol82. A presença desses 

hormônios contrarreguladores é responsável por aumentar a disponibilidade de 

ácidos graxos livres e glicerol, e que uma vez disponibilizados, passam a ser 

utilizados como substrato energético pela maioria das células, principalmente as 

musculares esqueléticas. 

Outros autores atentam também para a influência do exercício na produção da 

interleucina-6 (IL-6) e da cinase protéica ativada por AMP (AMPK). A IL-6 é um 

hormônio que possui ações pró- e anti-inflamatórias e é sintetizado e secretado em 

grandes quantidades por fibras musculares esqueléticas durante o exercício83,84. A 

AMPK desempenha papel importante na regulação do metabolismo lipídico. Os 

efeitos decorrentes da sua ativação são aumento na oxidação de ácidos graxos e 

redução da síntese de glicero-lipídeos84. Esses resultados são relevantes para a 

manutenção dos estoques de glicogênio muscular nos momentos de recuperação 

que se seguem ao exercício, assim como para a redução da adiposidade e ainda 

aumento da sensibilidade à insulina84.  

Apesar das contribuições atribuídas ao exercício físico, em estudos realizados 

anteriormente, a dieta hipercalórica (modelo cafeteria) foi eficiente em causar 

obesidade e esteatose hepática nos animais, sendo que o treinamento físico 

isoladamente não foi capaz de atenuar todos os danos promovidos por uma dieta de 

alto valor calórico, porém mostrou-se um importante atenuador do ganho de peso 

em massa adiposa85,86. 

 



Revisão da Literatura                                                                                                                     33 

__________________________________________________________________________ 

2.3 Melatonina e adiposidade 

 

A melatonina (5-metoxi-N-acetiltriptamina) é sintetizada e secretada pela 

glândula pineal em um ritmo circadiano. Ela é sintetizada a partir de reações 

localizadas no pinealócito e que convertem primeiramente o triptofano em 5-

hidroxitriptofano (realizada pela enzima triptofano 5-hidroxilase), 5-hidroxitriptofano 

em serotonina (realizada por uma descarboxilase inespecífica), serotonina em N-

acetilserotonina (realizada pela enzima aril-alquilamina-N-acetiltranferase - AANAT) 

e por último N-acetilserotonina em melatonina (realizada pela enzima hidroxindol - O 

- metiltranferase - HIOMT)87 (figura 2).  

Sua secreção é dependente da ausência de fotoperíodo, ou seja, à noite. Em 

humanos, o início de sua secreção ocorre 2 horas antes do horário habitual de 

dormir e atinge valores máximos 03:00-04:00 após adormecer, variando com o 

cronotipo do indivíduo87,88. O tempo de duração de sua secreção é proporcional à 

duração do período de escuridão89,90,91. 

Como a melatonina é dependente da ausência de luz, sua concentração 

circulante é variável, uma vez que podemos ter noites mais longas ou mais curtas 

dependendo da estação do ano87. Assim sendo é atribuída à glândula pineal a 

função de sinalizar ao organismo, por meio da melatonina, se é noite ou dia e 

através da duração de sua secreção, qual é a estação do ano vigente90.   

A melatonina é uma molécula hidro e lipossolúvel, ou seja, no seu conjunto, 

anfifílica, e isso lhe permite atingir todos os compartimentos do organismo, 

acessando sítios nucleares e citosólicos, incluindo a mitocôndria, para mediar vários 

de seus efeitos90,91,92. O receptor nuclear conhecido para a melatonina é um dos 

receptores órfãos da família dos receptores de ácido retinóico do tipo RZR/ROR-α93. 

Alguns dos efeitos atribuídos a essa interação está na expressão da enzima lipo-

oxigenase, de enzimas anti-oxidantes e da síntese de interleucina-294. Uma vez na 

circulação a melatonina possui meia vida de 20 minutos, sendo sua metabolização 

realizada principalmente pelo fígado.  

A melatonina, além de possuir efeitos diretos como antioxidante, também age 

nas células através de receptores de membrana específicos de alta afinidade, MT1 e 

MT295. Ambos estão principalmente acoplados a proteína GI, reduzindo assim a 

produção de AMPc. Entretanto, o receptor MT1 também possui afinidade por 
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proteína Gq, o que pode desencadear uma sinalização em cascata que culmina em 

um aumento na concentração de cálcio intracelular e consequente aumento da 

atividade da proteína cinase C (PKC)96. Ambos receptores de alta afinidade são 

encontrados difusos por todo organismo inclusive no tecido adiposo.   

 

Figura 2 - Regulação claro e escuro do relógio biológico (núcleo supraquiasmático), 
produção de melatonina por pinealócitos no verão e inverno 

 

 

FONTE: Adaptado de Reiter et al. (2009)
97

.  

 

Um elo funcional entre a glândula pineal e o tecido adiposo se tornou mais 

evidente após estudos pioneiros envolvendo adipócitos isolados de tecido adiposo 

branco incubados com melatonina. Este estudo mostrou que este hormônio aumenta 

a sensibilidade à insulina medida através de testes de captação de glicose98, e que a 

pinealectomia leva ao desenvolvimento de resistência à insulina, com redução do 

conteúdo e da expressão gênica de GLUT4 neste tecido99. A pinealectomia provoca 

resistência insulínica e hipercorticosteronemia em todos os horários estudados ao 

longo das 24h do dia, e ainda, provoca uma alteração diária nos parâmetros 

metabólicos dos adipócitos de forma a resultar num quadro de inadequação entre os 
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requerimentos energéticos e a capacidade de mobilizá-los de acordo com o ciclo 

diário de atividade-repouso100. Esse mesmo efeito de desorganização rítmica 

metabólica provocada pela pinealectomia foi constatado quando se estudou 

resposta secretória de insulina em ilhotas pancreáticas isoladas frente a um estímulo 

glicêmico101. 

A glândula pineal, por atuar como um sincronizador interno do metabolismo 

energético e como um elo de conexão entre o meio ambiente e o organismo do 

animal, parece funcionar em conjunto com o tecido adiposo como um grande 

sistema da adaptação metabólica aos desafios ambientais e ao estresse7. Mesmo 

em animais treinados por 8 semanas, o quadro de resistência insulínica provocado 

pela pinealectomia persistiu, assim como uma piora geral do quadro metabólico102. 

A melatonina atua também como uma reguladora do peso corporal em um 

modelo de obesidade animal, induzido por dieta hiperlipídica, reduzindo a eficiência 

alimentar de ratos tratados com melatonina durante 3 semanas103. Além da redução 

do peso, o tratamento impediu efeitos secundários causados pela dieta no 

metabolismo, tal como diminuição da sensibilidade à insulina103. Foi demonstrado 

ainda que a melatonina não tem efeito em ratos com peso corporal normal, mas 

altera a massa adiposa de animais com peso elevado pelo envelhecimento104.  

Estudos anteriores demonstraram que a glândula pineal possui um papel muito 

importante na regulação do metabolismo do adipócito e que sua remoção causa 

uma alteração severa na adaptação metabólica durante o treinamento físico, 

influenciando o balanço entre lipogênese e lipólise102,105. A glândula pineal é 

essencial na adaptação do metabolismo dos adipócitos frente às demandas de 

energia criadas pelo treinamento físico105. Distintos trabalhos demonstram que a 

melatonina tem um papel no gasto energético, no ritmo circadiano da glicemia, na 

regulação da massa corporal e sobre a secreção e ação da insulina 

periférica98,99,100,106.  

Há algumas evidências de que a melatonina tenha um efeito inibitório na 

lipólise basal nos ensaios in vitro com adipócitos isolados de rato107,108. Reforçando 

esta evidência, já foi demonstrado que a pinealectomia aumenta a resposta lipolítica 

do adipócito ao isoproterenol105.  

A administração noturna de melatonina a ratos maduros (10 meses de idade) 

por período prolongado de 12 semanas, melhora a atividade física, reduz o peso 

corporal e os níveis de insulina e leptina sanguíneos sem alterar a quantidade de 
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alimento ingerido106. As evidências descritas anteriormente sobre a influência da 

melatonina no ganho de peso e em perfis metabólicos fazem com que ela seja uma 

possível alternativa na redução de adiposidade, embora tenha efeitos inibitórios na 

resposta lipolítica basal em adipócitos isolados.  

Conquanto muitos trabalhos evidenciem um efeito positivo do tratamento com 

melatonina, outros trabalhos in vivo chamam a atenção por apontar em outra 

direção. 

Em publicação recente, nosso grupo evidenciou um significante hipogonadismo 

provocado por um efeito colateral do tratamento de ratos diabéticos com 

melatonina109. Reduções na massa testicular e na concentração plasmática de 

testosterona também foram observadas em roedores tratados com melatonina110.  

O hipotálamo, a hipófise e os testículos integram o eixo responsável pela 

secreção adequada de esteroides androgênicos, assim como de uma 

espermatogênese normal. Os componentes endócrinos do sistema reprodutor 

masculino são integrados por meio de uma regulação endócrina clássica, as alças 

de retroalimentação111. O hipotálamo secreta GnRH, que estimula a produção das 

gonadotrofinas (hormônio luteinizante - LH e hormônio folículo estimulante - FSH). O 

FSH age nos testículos, nas células de Sertoli, estimulando o desenvolvimento de 

células germinativas presentes. Já o LH estimula a produção de testosterona pelas 

células de Leydig. A testosterona além de estimular a produção de espermatozoides 

e promover a virilização, regula a secreção de GnRH pelo hipotálamo através do 

mecanismo de retroalimentação111. Assim sendo, o hipogonadismo é caracterizado 

por um comprometimento da função testicular que pode afetar a espermatogênese 

assim como a síntese de testosterona, resultante de um distúrbio primário (testicular) 

ou secundário (eixo hipotálamo-hipófise)111.   

Em seu trabalho, Wolden-Hanson (2000), mostrou que animais de "meia-idade" 

tratados com melatonina apresentaram uma redução da massa magra quando 

comparados aos controles106. Recentemente foi sugerido, uma relação entre a 

melatonina e o aumento da expressão e liberação de um hormônio inibitório de 

gonadotrofinas (GnIH)112, o que pode  explicar as observações dos trabalhos citados 

anteriormente.  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 Diante aos fatos relatados anteriormente, onde procuramos mostrar o 

processo metabólico lipolítico, e as repercussões do exercício físico e da melatonina 

no organismo, principalmente na composição corporal, entendemos que é de grande 

importância a investigação da ação conjunta dessas intervenções sobre o tecido 

adiposo, uma vez que, existem fortes evidências da ação de ambos, na redução do 

peso corporal e da adiposidade, além de possíveis efeitos gonádicos atribuídos a 

melatonina. Dessa maneira faz-se necessário uma melhor compreensão da 

influência do exercício físico e da suplementação com melatonina, sobre aspectos 

importantes como perfis morfofisiológicos de regiões adiposas distintas, função 

testicular, controle glicêmico e insulinêmico assim como perfis hormonais e 

lipoproteicos.  
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4 OBJETIVO 

 

Os objetivos foram os de averiguar se o treinamento físico somado a 

suplementação com melatonina modifica a adiposidade dos animais, com ênfase  

na regulação da atividade lipolítica nos tecidos adiposos, localizados nas regiões 

subcutânea inguinal e retroperitoneal, além de avaliar os possíveis efeitos 

antigonadotróficos decorrentes do tratamento com melatonina.  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Animais 

 

Todos os procedimentos experimentais realizados estão de acordo com os 

Princípios Éticos na Experimentação Animal e passaram por aprovação da 

Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo (protocolo n°009).   

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (7 semanas de idade) fornecidos pelo 

Biotério Central do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. 

Foram acondicionados em caixas coletiva de polipropileno (46x24x20 cm com 1 

animal/caixa), sob condições de temperatura ambiental controlada de 25 ± 2 C, 

ciclo invertido de iluminação escuro/claro 12/12 h (período claro iniciando às 18 h) e 

exaustão de amônia controlada. 

 

5.2 Procedimentos experimentais 

 

Foram selecionados 20 animais (11 semanas de idade) que apresentavam 

capacidade para correr em esteira ergométrica. Estes foram divididos em 4 grupos 

(n=5), sedentário controle (SC), sedentário melatonina (SM), treinado controle (TC) e 

treinado melatonina (TM). Todos foram alimentados com dieta padrão (Nuvilab). 

Realizamos o protocolo de intervenção com o treinamento físico e/ou tratamento 

com melatonina por 8 semanas.  

 

5.3 Tratamento com melatonina 

 

A suplementação com melatonina (Sigma-Aldrich) foi realizada na água de 

beber (melatonina dissolvida em etanol 0,04 % e diluída na água de beber na dose 

de 0,2 mg/Kg/dia), a melatonina era preparada duas vezes por semana104,106,113.  O 

consumo alimentar e hídrico foram acompanhados 2 vezes/semana e a evolução do 

peso dos animais 1 vez/semana. O treinamento físico e a suplementação com 
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melatonina iniciaram no período das 11 semanas de vida dos animais e tiveram 

duração de 8 semanas (Figura 3).  

 

Figura 3 - Desenho Experimental 

 

 

5.4 Programa de treinamento físico 

 

O exercício físico consistiu de corridas em esteira ergométrica (Inbrasport®, 

Porto Alegre, RS, Brasil), com velocidade programável e adaptada com 10 raias 

para o treinamento de 10 animais simultaneamente. As raias são de acrílico 

transparente, pintadas em sua extremidade dianteira de preto, criando um ambiente 

para o qual os ratos são atraídos durante as sessões de treinamento. Esta 

adaptação facilita o treinamento dos ratos sem a necessidade de uso de choques 

elétricos. Foram realizados entre e 9:00 e 12:00 horas (as sessões de treinamento 

ocorreram na fase noturna do ciclo dia/noite, horário em que a espécie é 

habitualmente mais ativa), por um período de 8 semanas, precedida por um período 

de seleção-adaptação. No período de seleção-adaptação os animais foram 

selecionados por sua habilidade de andar/correr a velocidades variando entre 0,3 a 
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0,6 km/h em esteira, por cerca de 10 a 15 minutos por dia. Os animais considerados 

inaptos a andar ou correr na esteira foram excluídos sendo que apenas os ativos 

foram utilizados neste experimento.  

Testes de esforço foram realizados ao final da adaptação (fase inicial), no meio 

e no fim do período experimental. O teste consistiu de incrementos de velocidade de 

0,3 km/h a cada 3 minutos iniciando-se com 0,3 km/h até o ponto em que o animal 

se recusou a correr. Os resultados foram utilizados para cálculo da velocidade media 

de "endurance" no grupo treinado (50-60 % da capacidade máxima).  

Os ratos do grupo treinado foram submetidos a um protocolo de treinamento 

que consiste de um programa de exercício até 1 hora/dia, 5 dias/semana, iniciando-

se com tempos curtos e velocidades baixas que gradativamente aumentam até se 

atingir a intensidade estabelecida (50-60 % da capacidade/velocidade máxima)(ver 

Anexo A). Na quarta e oitava semanas, foram realizados novos testes de esforço 

máximo para ajustar a intensidade do treinamento e para se aferir a melhora da 

capacidade física do animal, respectivamente. A intensidade de treinamento foi 

aumentada gradualmente pela combinação da velocidade e da duração (a inclinação 

da esteira foi mantida a 0 o). 

Os ratos alocados ao grupo sedentário foram mantidos sedentários por igual 

período de tempo. Estes também realizaram testes de capacidade máxima no 

mesmo período que os treinados.  

O protocolo de treinamento que foi utilizado foi adaptado de acordo com 

Negrão et al.114 e estabelecido por Dufloth et al.115 e consistiu de corridas 5 

vezes/semana com variações de duração, correspondendo 15 a 60 minutos de 

treinamento, e de intensidade corrigida por meio de teste de exaustão.  

 

5.5 Avaliações pré e pós eutanásia  

 

Para avaliar se o treinamento e/ou o tratamento com melatonina modificou a  

adiposidade assim como a atividade lipolítica, foram realizados procedimentos 

quantitativos pré e pós a eutanásia dos animais.  

No decorrer das oito semanas do protocolo experimental, foi realizado o 

acompanhamento da evolução do peso corporal assim como de ingestão alimentar e 

hídrica. Após as oito semanas, os grupos foram submetidos a jejum de 15 h, 
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posteriormente anestesiados (Tiopentax - 4 mg/100 g p.c. i.p.) e sacrificados por 

decapitação. Foi coletado sangue e posteriormente realizadas as determinações 

bioquímicas (Glicemia, AGL, TAG, colesterol total e frações) e hormonais (insulina, 

leptina, adiponectina). Foram coletados, também para a pesagem e/ou estocagem 

em freezer -80 ⁰C, os músculos soleus (fibras de contração lenta) e extensor digital 

longo (EDL - fibras de contração rápida), epidídimo, vesícula seminal, testículos e 

canal deferente. Para a retirada dos tecidos, foi realizada a laparotomia mediana e, 

em seguida, removidos e pesados os tecidos adiposos retroperitoneal (RP), 

subcutâneo da região inguinal (SUB), periepididimal (PE) e mesentérico (MS).  

Uma parte dos coxins de gordura RP e SUB foi retirada para isolamento e 

determinação do diâmetro e número de adipócitos, assim como para a avaliação da 

sensibilidade lipolítica in vitro, através da curva dose resposta com isoproterenol e 

incorporação de glicose em lipídeos. Uma segunda parte dos coxins foi armazenada 

em freezer -80 ⁰C e posteriormente avaliada a expressão gênica de enzimas, 

receptores e proteínas lipolíticas (Receptores Adrenérgicos Beta 1, 2, 3 e Alfa -2a; 

Aquaporina 7; Perilipina, HSL, FABP4). 

Os músculos soleus e EDL foram rapidamente retirados e pesados em balança 

analítica para a obtenção do peso úmido. Em seguida, as amostras foram colocadas 

em estufa de secagem na temperatura de 37 ºC durante 3 dias para a desidratação 

dos mesmos. Posteriormente, os músculos foram pesados novamente em balança 

analítica. Ambos valores do peso úmido e seco foram divididos pelo comprimento da 

tíbia do animal para normalização e avaliação do peso muscular.  
 

5.6 Experimentos “in vitro” 

 

5.6.1  Isolamento dos adipócitos e análise morfométrica 

 

Os adipócitos foram isolados mediante a técnica de digestão do tecido pela 

colagenase, descrita por Rodbell (1964)116, com algumas modificações para adaptar 

o método às condições laboratoriais para realização do estudo. Em resumo, os 

coxins gordurosos retroperitoneal e subcutâneo foram retirados, picados em 

fragmentos e incubados em tampão digestivo (DMEM/HEPES 20 mM/BSA 4 %, 

colagenase II – Sigma-Aldrich - 1,0 mg/ml, pH=7,40) por cerca de 2 horas a 37 oC 
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em banho-maria com agitação orbital (150 rpm). Em seguida, as amostras foram 

filtradas em peneira plástica com malha fina (que retém restos teciduais e vasos não 

digeridos) e lavada por três vezes com 25 ml de tampão EARLE/HEPES 20 mM/BSA 

1 %, piruvato de sódio 1 mM, sem glicose, pH 7,4 e mantido a 37 ºC (tampão EHB). 

Após a terceira lavagem a concentração foi ajustada para 80 % (lipócrito de 80 %, 

m:v). Para análise morfométrica, alíquotas de suspensão celular foram fotografadas 

em microscópio óptico acoplado a câmera digital 1.3 MP (Moticam 1000 - MOTIC). 

Foi utilizado o programa Motic-Images Plus 2.0 para medição da área transversal 

celular, da qual se obteve o raio celular médio (foram medidas 80 

células/animal/tecido). A partir deste valor, assumindo-se que o adipócito isolado é 

esférico, foi calculado o volume e a área de superfície celular média de acordo com 

as fórmulas proposta por Fine & Girolamo (1997)117.  

 

5.6.2 Teste de Avaliação da Sensibilidade Lipolítica Frente a Estímulo com 

Isoproterenol 

 

 No teste foram pipetados 20 uL da suspensão celular (80 %) em tampão 

Earle/Hepes 20 mM/BSA 1 % com glicose 5 mM, pH 7,4 na presença ou ausência 

de isoproterenol (agente lipolítico). As células foram previamente tratadas por 30 min 

com adenosina (0,2 uM). Em seguida, foi acrescentada adenosina deaminase (20 

mU/mL) juntamente com isoproterenol. A adenosina deaminase possibilita a 

degradação da adenosina, pois esta tem ação anti-lipolítica e pode mascarar os 

resultados. O isoproterenol foi adicionado em concentrações crescentes (10-12 à 

5x10-6 M) e o tempo de incubação foi de 30 min a 37 C. Ao final, a mistura de 

incubação (volume total= 200 uL) foi centrifugada em microcentrífuga refrigerada a 4 

C por 5 min a 7000 rpm. Alíquotas (120 uL) do infranadante foram coletadas para a 

determinação da concentração de glicerol liberado pelas células (método 

enzimático-colorimétrico) pelo Kit de Determinação de Glicerol Livre (Sigma-Aldrich) 
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5.6.3 Teste de Incorporação de D-[U-14C]-Glicose em Lipídeos em Adipócitos 

Isolados 

 

Adipócitos (conc. final 30-40 %) em tampão Krebs/Ringer/Fosfato/BSA 1 % 

/glicose 1 mM, pH=7,4 a 37 oC, saturado de uma mistura gasosa de carbogênio 5 %, 

foram pipetados em tubos de ensaio de polipropileno 17x100 mm contendo D-[U-

14C]-glicose (0,05 uCi/tubo), com ou sem insulina (10 nM). Estes tubos foram 

vedados com um recipiente plástico emborcado no banho. A seguir, o recipiente foi 

enriquecidos de uma atmosfera com 95 % de O2 5 % de CO2 e incubados por 120 

minutos em banho-maria a 37 oC. 

Em seguida, foi realizada a extração dos lípides mediante a adição de 2,5 mL 

de reativo de DOLE (isopropanol:n-heptano:H2SO4 8N, 4:1:0.25 v:v:v) no meio de 

incubação118. Foram adicionados 1,5 mL de n-heptano e 1,5 mL de água deionizada. 

Após a agitação em vórtex, deixou-se a mistura decantar e alíquotas de 0,5 mL da 

fase superior (contendo os lipídeos extraídos no n-heptano) foram transferidas para 

flaconetes contendo 2,5 mL de coquetel de cintilação biodegradável (EcoLumeTM, 

ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, EUA) para contagem da radioatividade beta 

incorporada116,119. Os resultados foram expressos em nmol.10-6 células. h-1. 

 

5.7 Determinações Bioquímicas e Hormonais 

 

5.7.1 Glicose, Triacilglicerol (TAG), Lipoproteína de Alta Densidade (HDL-c), 

Colesterol Total, Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL-c) e Lipoproteína de 

Muito Baixa Densidade (VLDL-c) 

 

A concentração sérica de glicose foi determinada pelo método enzimático 

colorimétrico da glicose-oxidase descrito por LOTT et al120. O ensaio foi realizado 

utilizando o kit Glicose Enzimático (Glicose liquiform - referência 133-1 - LABTEST).  

O TAG foi determinado pelo método enzimático. Para este ensaio foi utilizado o 

kit Triglicerídeos (Triglicérides liquiform - referência 87-2/ 100 - LABTEST). 

Para a determinação do HDL-c foi utilizado o kit HDL Colesterol Precipitante 

(Colesterol HDL liquiform - referência 13-50 - LABTEST).   
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O Colesterol Total foi determinado pelo método enzimático. Para este ensaio 

foi utilizado o kit Colesterol (Colesterol  liquiform - referência 76-2 / 100 - LABTEST). 

As concentrações de LDL-c e VLDL-c foram calculadas através da equação de 

Friedewald, como segue a seguir: 

 VLDL-c = TAG / 5 

 LDL-c = Colesterol Total - (HDL-c + VLDL-c) 

                   

5.7.2 Insulina, Leptina e Adiponectina 

 

Foram utilizadas técnicas de radioimunoensaio. As concentrações séricas de 

insulina, leptina, adiponectina foram determinadas usando kits comerciais 

específicos para rato. Insulina (kit RI-13K, Millipore Corporation, St Charles, MO, 

EUA):sensibilidade de 0,0329 ng/dL. Leptina (kit RL-83K, Millipore Corporation): 

sensibilidade de 0,639 ng/dL. Adiponectina ( kit MADP-60HK, Millipore Corporation): 

sensibilidade de 1 ng/dL.  

 

5.7.3 Avaliação da Sensibilidade Insulínica periférica pelo Modelo de Análise 
Homeostática (HOMAIR) 121 

 
Calculado a partir da fórmula: glicemia* (mmo/l) x insulinemia* (μU/ml)/22,5. 

* valores em jejum 

 

5.8 Análise da expressão gênica por reação em cadeia da polimerase 

quantitativo – qPCR 

 

5.8.1 Extração de RNA total 

 

Amostras de 200 mg dos tecidos adiposos SUB e RP foram homogeneizadas 

em Polytron (PT 3100, Kinematica AG) por 30 segundos com trizol (Trizol Reagent®, 

Invitrogen, Life Technologies, PA, EUA), na proporção de 1 mL para cada 100 mg de 

amostra, seguindo-se as especificações do fabricante. A seguir, os homogenatos 

foram aliquotados em tubos de 1 mL e armazenados a -80 ºC para posterior 

extração. 

Na etapa da extração, as amostras foram incubadas por 5 minutos em 

temperatura ambiente (15-25 ºC) para permitir a completa dissolução dos complexos 
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nucleoproteicos. Em seguida, 0,2 ml de clorofórmio foram adicionados aos tubos, 

agitando-se vigorosamente em vórtex, por 15 segundos, com posterior incubação à 

temperatura ambiente por 3 minutos. A mistura foi centrifugada a 1200 g por 15 

minutos a 4 ºC, e ao final foram formadas 3 fases. A fase aquosa superior, contendo 

RNA, foi transferida para outro tubo e a purificação do RNA foi feita por coluna, 

seguindo o protocolo do kit manufaturado PureLink RNA Mini kit® (Cat. No. 12183-

018 A, Ambion by Life Technologies, Carlsbad, CA, 92008, USA). 

O RNA total foi quantificado em leitura espectrofotométrica em Nanodrop 2000 

(Nano-drop Technologies, Wilmington, DE) a 260 nm. Para análise da pureza do 

RNA, adotou-se o cálculo da razão do valor da absorbância a 260 nm pelo valor da 

absorbância a 280 nm (comprimento de onda definido para leitura de proteínas), 

onde se estipula como razão ideal para aceitação da amostra o intervalo entre 1,6-

2,0. Alíquotas de 1 uL de amostras contendo 2 ug de RNA total diluído em água 

DEPC foram armazenadas a -80 ºC. 

 

5.8.2 Síntese de cDNA por transcrição reversa 

 

Na etapa inicial, dilui-se a DNAse, pipetou-se 1 uL de tampão de DNAse (10x) 

e 2 uL da enzima DNAse (1 U/1 uL) e 7 uL H2O RNAse Free. Na etapa seguinte. foi 

pipetado em tubos 0,32 uL da DNAse diluída, 1,68 uL MgCl2 (50mM), 2 ug de RNA 

total completando-os para 20 uL com H2O RNAse Free. A mistura foi incubada a 37 

ºC por 30 minutos seguidos de 10 minutos a 75 ºC e posteriormente colocada em 

gelo. Isto foi feito com a finalidade de evitar uma possível amplificação de DNA 

genômico, que pode contaminar o RNA extraído. Na etapa seguinte (síntese de 

DNA), pipetou-se nos tubos contendo 20 uL de amostra tratada com DNAse 10 uL 

de Randon Primer [0,75 ug/uL], 20 uL de mistura de dNTPs 10 mM, 20 uL tampão 

da enzima transcriptase reversa (5x), 10 uL de ditiotreitol DTT 0,1 M, 1uL da ezima 

transcriptase reversa (Superscript® III, Invitrogen, São Paulo, SP, Brasil) e 19 uL  de 

H2O RNAse Free tendo assim um volume final de 100 uL. Os tubos foram incubados  

a 25 ºC por 10 minutos, 55 ºC por 50 minutos e 70 ºC por 15min. As incubações 

foram realizadas em termociclador (Eppendorf®, Hamburg, HH, Alemanha). O 

material obtido (cDNA) foi então mantido em freezer a -20 ºC até a realização da 

próxima etapa – amplificação por PCR. 
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5.8.3 PCR quantitativo (real time) 

 

Alíquotas de 2 uL de amostra de cDNA (40 ng) obtidas a partir da reação de RT 

foram adicionadas a um mix contendo 2,65 uL de água DEPC autoclavada, 0,5 uL 

de TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, código do produto: 

4304437, São Paulo, SP, Brasil), 0,35 uL de TaqMan® Gene Expression Assay Mix 

20x (para rato e específico para cada gene) contendo os dois primers para PCR e 

uma sonda MGB TaqMan® marcada com FAM e um mix preformulado na 

concentração de 20x, na concentração final 1x de 250 nM de sonda e 900 nM de 

cada primer (a tabela 1 mostra a lista dos kits invetoriados utilizados com seus 

respectivos números de catálogo). As reações de PCR foram realizadas em 

aparelho StepOnePlus® Real Time PCR System (Applied Biosystems). A reação de 

PCR inicia-se com um período de 2 minutos para ativação da AmpErase® UNG 

seguida de 10 minutos a 95 ºC para a ativação da AmpliTaq Gold® DNA Polymerase. 

Essa fase só ocorre no primeiro ciclo de reação. As etapas seguintes envolvem 

desnaturação da fita de cDNA a temperatura de 95 ºC por 15 segundos, seguida da 

fase de anelamento do primer e extensão da fita por 1 minuto na temperatura de 60 

ºC. Essas 2 fases se repetiram a cada ciclo por 40 ciclos. 

A análise da expressão gênica foi realizada por quantificação relativa pelo 

método de CT comparativo (ΔΔCT). 

 

5.8.4 Quantificação relativa – Método de CT comparativo (ΔΔCT) 

 

Para a quantificação da expressão gênica foi utilizado o método de 

quantificação relativa, utilizando um gene constitutivo como referência. A seguinte 

fórmula foi usada para calcular a quantidade relativa do gene alvo:  

 

ΔCT = CT(alvo) – CT(constitutivo) 

ΔΔCT = ΔCT(amostra) - ΔCT(média controle) 

Quantidade relativa = 2- ΔΔCT  

Normalização = 2- ΔΔCT (amostra) / 2- ΔΔCT (média controle) 
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Tabela 1 - Lista de kits invetoriados (Applied Biosystems, TaqMan® Gene 
Expression Assay Mix 20x) 

 

Gene Sigla de catálogo Nº de catálogo 

Lipase Sensível a Hormônio Lipe Rn_00563444_m1 

Perilipina-1 Plin1 Rn_00558672_m1 

Receptor Adrenérgico Beta-1 Adrb1 Rn_00824536_s1 

Receptor Adrenérgico Beta-2 Adrb2 Rn_00560650_s1 

Receptor Adrenérgico Beta-3 Adrb3 Rn_00565393_m1 

Receptor Adrenérgico Alfa-2a Adra2a Rn_00562488_s1 

Aquaporina-7 Aqp7 Rn_01764624_g1 

Proteína de Ligação de Ácidos Graxos-4 FABP4 Rn_04219585_m1 

Beta-2 Microblobulina  B2m Rn_00560865_m1 

Beta Actina  Actb Rn_00667869_m1 

FONTE: http://www.appliedbiosystems.com.br 

 

5.8.5 Seleção de controladores endógenos (housekeeping genes) 

 

Realizou-se reações de qPCR para cada possível controle endógeno: Beta-

Actina (Actb) e Beta-2 Microblobulina (B2m), utilizando-se amostras dos animais 

submetidos ao protocolo experimental da pesquisa. As amostras de controle 

endógeno com menor variação para o protocolo experimental da pesquisa nesses 

tecidos e para esse modelo experimental, foi o B2m. 

 

5.9 Tratamento Estatístico dos Dados 

 

O teste ANOVA Two Way foi utilizado para avaliar a existência de diferenças 

entre os grupos (SC, SM, TC e TM).  Para análise da evolução de peso, consumo e 

estado de condicionamento físico (teste de esforço máximo), foi utilizado ANOVA 

Three Way com uma medida repetida. O teste Bonferroni foi empregado como pós-

teste, com o intuito de comparar diferenças entre os grupos. Para análise de 

correlação, foi empregado o teste de Person. Os resultados foram expressos como 

média ± erro padrão da média (EPM), o grau de significância adotado foi de 5 % (p < 
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0,05). As análises foram feitas a partir do software Sigma Plot para windows versão 

10.0 (Systat Software, Alemanha, 2006) e GraphPad Prism para windows versão 5.0 

(GraphPad SoftwareSan Diego California USA). 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Peso corporal 

 

Em relação ao peso corporal, os animais tratados e/ou treinados, apresentaram 

redução significativa (figura 4 e tabela B.1), sendo evidenciado no ganho de peso 

total (figura 5 e tabela B.2). Sedentário controle (SC), sedentário melatonina (SM), 

treinado controle (TC) e treinado melatonina (TM).  

 

Figura 4  - Curva de Peso Corporal 
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Valores expressos em gramas representam a média  EPM (n=4-5). (*) SC vs demais grupos  (#) TM 
vs. SC ou TC (p<0,05). 
 

 

Figura 5 - Ganho de Peso Corporal 
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Valores expressos em gramas representam a média  EPM (n=4-5). (*) vs. demais grupos (#) vs. SC 
(&) vs. SC (p<0,05). 
FONTE: (Proença, 2013). 
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6.2 Consumo 

 

Todos os grupos ao longo das 8 semanas, apresentaram uma ingestão 

alimentar similar, sendo que somente na última semana foi observado diferença 

estatística (figura 6 e tabela B.3 e 4) entre grupos treinados (T) e sedentários (S).  

 

Figura 6 - Ingestão Alimentar 

1ª 2ª 3ª 4ª 5ª 6ª 7ª 8ª
0

10

20

30

40
SC

SM

TC

TM

A

*

Semanas de tratamento

P
e
s
o

 (
g

) 
/ 

2
4
h

 

1ª 2ª 3ª 4ª 5ª 6ª 7ª 8ª
0

2

4

6

8

10
SC

SM

TC

TM

Semanas de tratamento

B

*

P
e
s
o

 (
g

) 
/ 

2
4
h

 /
 1

0
0
g

 P
C

 
Em A os dados representam o valor absoluto da ingestão por dia. Em B os dados foram normalizados 

por 100g de peso corporal. Valores expressos em gramas representam a média  EPM (n=4-5).  
(*) vs. S (p<0,05). 
 
 

 

O consumo hídrico nas semanas 2, 3 e 6 apresentaram diferença significativa 

entre os grupos tratados com melatonina (M) e não tratados (C) (figura 7 e tabela 

B.5).  

Figura 7 - Consumo Hídrico 
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Valores expressos em mL representam a média  EPM (n=4-5). (*) vs. C (p<0,05).  
FONTE: (Proença, 2013). 
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6.3 Treinamento Físico 

 

A eficácia do treinamento físico foi avaliada através de testes de esforço 

máximo. O teste de esforço máximo foi realizado em esteira ergométrica no início, 

meio e fim dos protocolos, sendo representada como tempo máximo atingido 

durante o teste (em segundos). A figura 8 (tabela B.6) demonstra que, ao início dos 

protocolos (semana zero), os animais tanto os dos grupos treinados quanto os dos 

sedentários apresentavam mesma capacidade física. Observa-se um aumento 

significativo no tempo máximo alcançado pelos ratos treinados na 4ª e 8ª semana 

em comparação aos que se mantiveram sedentários. Esse resultado nos indica que 

o treinamento físico aeróbio de baixa intensidade (50-60 % da capacidade máxima) 

aumentou em até 100 % a capacidade física dos grupos treinados em relação aos 

grupos sedentários. Houve uma melhora significativa no desempenho dos animais 

dos grupos treinados quando se comparam as semanas inicial e final do 

treinamento, independentemente da comparação com os sedentários.  

 

Figura 8 - Teste de Esforço Máximo 
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Tempo máximo alcançado durante o teste de esforço realizado no início, na quarta e oitava semanas, 

nos ratos sedentários e treinados. Valores expressos em (segundos) correspondem a média  EPM 
(n=4-5). (*) vs. S  (Ω) vs semana 0

a
 (p<0,05).  
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6.4 Coxins Adiposos 

 

Após a eutanásia dos animais, as gorduras – SUB, MS, PE e RP – foram 

retiradas e pesadas. O grupo TM apresentou redução significativa apenas no coxim 

de gordura RP (figura 9A e tabela B.7). No entanto, observamos uma redução no 

peso total de todos os coxins (figura 9B e tabela B.7). De maneira curiosa, o grupo 

SC apesar de ter tido um peso corporal final maior, isso não se refletiu no peso dos 

coxins adiposos.  

 

Figura 9 - A - Coxins Adiposos (SUB, MS, PE e RP). B - Coxim Adiposo Total 
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Valores expressos em (g / 100g de peso corporal). As barras representam as médias  EPM). Em A 
os dados foram agrupados de maneira a demonstrar o peso dos coxins adiposos das regiões SUB, 
MS, PE e RP dos grupos SC, SM, TC e TM, normalizados por 100g de peso corporal (n=4-5).  (*) vs.  
TC ou SM (#) vs. SC (p<0,05). Em B os dados representam a soma de todos os coxins, normalizados 
por 100g de peso corporal (*) vs. TC ou SM (p<0,05). 

 

 

Depois de isolados, os adipócitos tiveram o diâmetro mensurado. O grupo TM 

apresentou significativamente adipócitos menores nas regiões SUB e RP 

comparados aos demais grupos (figuras 10 e 11 e tabela B.8).  Por meio de uma 

estimativa da quantidade de adipócitos presentes nos coxins SUB e RP, foi 

observado que os animais tratados com melatonina (M) apresentaram maior 

quantidade de adipócitos no tecido SUB quando comparados aos controle (C) (figura 

12 e tabela B.9). 
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Figura 10 - Diâmetro dos Adipócitos Isolados (SUB e RP) 
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Foram determinados os diâmetros médios de adipócitos isolados dos coxins SUB e RP. As barras 

representam média  EPM. Valores expressos em μm (n=4-5). (*) vs. demais grupos (p<0,05). 

 

Figura 11 - Microfotografia dos Adipócitos Isolados 

 

Imagens representativas do diâmetro médio dos adipócitos de dos tecidos SUB e RP dos respectivos 
grupos (SC;SM;TC e TM). 
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Figura 12 - A - Número de Adipócitos no tecido SUB 

                   B - Número de Adipócitos no tecido RP 
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Comparação do número estimado de adipócitos presentes em cada tecido, medida expressa em 

milhões de células. As barras representam à média  EPM dos grupos, (n=4-5). (*) vs C (p<0,05). 
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6.5 Estruturas Reprodutoras 

 

As estruturas reprodutoras (testículo, epidídimo, canal deferente, e vesícula 

seminal) foram retiradas e pesadas. Os animais que foram tratados com melatonina 

(M) apresentaram reduções significativas dos epidídimos e vesículas seminais 

(figuras 13 e 14 e tabela B.10). Na figura 13 é possível observar que o tratamento 

com melatonina promoveu uma hipotrofia principalmente na vesícula seminal.  

 

Figura 13 - Estruturas reprodutoras. A - Testículo direito. B - Testículo esquerdo.    
C - Epidídimo. D - Canal deferente. E - Vesícula seminal. 
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As estruturas foram extraídas e pesadas. Valores representam a média  EPM e expressos em 
gramas (n=4-5). (*) vs. C (p<0,05). 
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Figura 14 - Imagem das Estruturas Reprodutoras 

 

 

Grupos:  SC – Sedentário Controle; SM – Sedentário Melatonina; TC – Treinado Controle e TM – 

Treinado Melatonina.  
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6.6 Músculo Esquelético 

 

Os músculos sóleo e o extensor digital longo (EDL) foram removidos e pesados 

após o sacrifício. Posteriormente, foram colocados em estufa para desidratação e 

novamente pesados. Observamos que os animais tratados com melatonina 

apresentaram peso seco e úmido do EDL menor, comparado aos animais controle 

(figura 15 e tabela B.11). Em relação ao músculo sóleo, não foram observadas 

diferenças (figura 16 e tabela B.11).  

 

Figura 15 - A - Peso úmido do músculo EDL. B - Peso seco do músculo EDL 
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Valores representam a média  EPM e expressos em gramas (n=4-5). Em A é demonstrado o peso 
úmido do EDL normalizado pelo comprimento da tíbia. Em B é demonstrado o peso seco do EDL  
normalizado pelo comprimento da tíbia (*) vs. C (α) vs. SC (p<0,05). 
 

 

 

Figura 16 - A - Peso úmido do m. soleus. B - Peso seco do m. soleus 
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Valores representam a média  EPM e expressos em gramas (n=4-5). Em A é demonstrado o peso 
úmido do sóleo normalizado pelo comprimento da tíbia. Em B é demonstrado o peso seco do EDL  
normalizado pelo comprimento da tíbia. Não foram constatadas diferenças significativas. 

 

 

 

 



Resultados                                                                                                                                   59 

__________________________________________________________________________ 

6.7 Determinações Bioquímicas e Hormonais 

 

6.7.1 Glicose, Insulina 

 

A figuras 17 (tabela B.12) mostra que os animais tratados com melatonina 

apresentaram menor concentração de glicose plasmática em jejum. A insulinemia, 

apesar de apresentar-se reduzida nos animais tratados com melatonina, não se 

mostrou significativamente diferente (figura 18 e tabela B.13). No entanto, utilizando 

o índice HOMA-IR, verificamos uma possível influência da melatonina sobre o 

controle da homeostase glicídica pela insulina (figura 19 e tabela B.14). O resultado 

do HOMA-IR indicou que os animais tratados com melatonina apresentavam uma 

melhor resposta à insulina.  

 

Figura 17 - Glicose Plasmática 
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média  EPM ( n=4-5). (*) vs. C (p<0,05). 

 
   

Figura 18 - Insulina Plasmática 
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Valores expressos em [ng/mL] representam a média  EPM (n=4-5). Não foram constatadas 
diferenças significativas. 
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Figura 19 - HOMA-IR 
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Valores e expressos em [(glicose/insulina) x 10
-4

] representam a média  EPM (n=4-5). (*) vs. C 

(p<0,05). 
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6.7.2 Colesterolemia  

 

Em relação a colesterolemia (colesterol total, HDL-c, LDL-c e VLDL-c), os 

animais apresentaram diferença somente na concentração estimada de VLDL-c 

entre os animais treinados (T) vs sedentários (S) (figura 23 e tabela B.15), sendo 

que os animais treinados apresentaram valores reduzidos com relação aos grupos 

sedentários.  

 

Figura 20 - Colesterol Total 
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média  EPM ( n=4-5). Não foram constatadas 

diferenças significativas.  

 

 

Figura 21 - HDL-c 
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média  EPM ( n=4-5). Não foram constatadas 
diferenças significativas. 
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Figura 22 - LDL-c 
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média  EPM (n=4-5). Não foram constatadas 
diferenças significativas. 

 

 

Figura 23 - VLDL-c 
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média  EPM  (n=4-5). (*) vs. S (p<0,05).  
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6.7.3 Trigliceridemia 

 

O metabolismo TAG encontrava-se alterado nos grupos estudados. A figura 24 

(tabela B.16) mostra que à concentração sérica de TAG, estava reduzida nos grupos 

submetidos ao treinamento físico, e que a melatonina não provocou alterações 

nesse parâmetro.  

 

Figura 24 - TAG 
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Valores expressos em [mg/dL] representam a média  EPM (n=4-5). (*) vs. S (p<0,05). 
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6.7.4 Leptina e adiponectina  

 

Em relação a concentração das adipocinas - leptina e adiponectina, não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos (figuras 25 e 28 e tabelas B.17 

e 18). Entretanto, os animais que treinaram e foram tratados com melatonina, 

apresentaram valores de leptina que tenderam a ser mais reduzidos. Utilizando um 

teste de correlação, observamos que há uma correlação positiva entre diâmetro dos 

adipócitos ou peso do coxim total com a concentração de leptina (figuras 26 e 27).   

 

Figura 25 -  Leptina 
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Valores expressos em [ng/mL] representam a média  EPM (n=4-5). Não foram constatadas 
diferenças significativas. 

 

 

Figura 26 - A - Correlação entre Leptinemia e Diâmetro Adipócitos do Tecido SUB. 
B - Correlação entre Leptinemia e Diâmetro Adipócitos do Tecido RP 
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As marcações nos gráficos (círculos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada 
animal. Em A e B eixo y = diâmetro adipócitos (µm) e no eixo x = concentração leptina plasmática 
(ng/mL) n=18 (p<0,05).  
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Figura 27 - Correlação entre Leptinemia e Peso do Coxim Adiposo Total 
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As marcações no gráfico (círculos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada 
animal. No eixo y = peso coxim adiposo total (g)/100g de peso corporal e no eixo x = concentração 
leptina plasmática (ng/mL) n=18 (p<0,05).  
 
   

 

 

 

Figura 28 - Adiponectina 
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Valores expressos em [ug/mL] representam a média  EPM (n=4-5). Não foram constatadas 
diferenças significativas. 
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6.7.5 Testosteronemia 

 

A dosagem de testosterona plasmática corrobora com a hipotrofia encontrada 

nas estruturas reprodutoras dos animais mostradas anteriormente nas figuras 13 e 

14. Isso evidencia o efeito da suplementação com melatonina no eixo reprodutor, 

mesmo que em baixa concentração (figura 29 e tabela B.19). Para confirmar tal 

relação, realizamos testes de correlação entre concentração de testosterona e peso 

da vesícula seminal ou peso do epidídimo, que apontaram uma correlação positiva 

(figura 30). Além disso, realizamos também testes de correlação entre a 

concentração de testosterona e o peso do músculo EDL, e entre o peso do músculo 

EDL e o peso da vesícula seminal, ambos apresentaram correlação positiva (figura 

31).  

 

 

Figura 29 - Testosterona 
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Valores expressos em [ng/dL] representam a média  EPM ( n=4-5). Os grupos SM e TM 
apresentaram valores não detectáveis (N/d). 
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Figura 30 - A - Correlação entre Testosterona e Vesícula Seminal.                            
B - Correlação entre Testosterona e Epidídimo 
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As marcações nos gráficos (círculos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada 
animal. Em A eixo y = peso vesícula seminal (g) e no eixo x = concentração testosterona plasmática 
(ng/dL). Em B eixo y = peso epidídimo (g) e no eixo x = concentração testosterona plasmática (ng/dL) 
n=18 (p<0,05).  
 
 

 

 

Figura 31 - A - Correlação entre peso do músculo EDL e testosterona 

                   B - Correlação entre peso do músculo EDL e peso da vesícula seminal 
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As marcações nos gráficos (círculos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada 
animal. Em A eixo y = peso EDL (g) e no eixo x = concentração testosterona plasmática (ng/dL). Em 
B eixo y = peso EDL (g) e no eixo x = peso da vesícula seminal (g) n=18 (p<0,05). 
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6.8 Ensaios com Adipócitos Isolados 

 

6.8.1 Incorporação de D-[U-14C]-glicose em lipídeos de adipócitos isolados 

 

No teste de incorporação de glicose em lipídeos (figura 32 e tabelas B.20 e 21), 

apenas diferenças entre as respostas basal e estimulada por insulina (10 µM), foram 

detectados, mas não houve alterações nestas respostas entre os grupos. 

Observamos respostas basal e insulino-estimulada aparentemente diminuídas no 

grupo TM no tecido SUB, mas sem apresentar diferença significante.    

 

Figura 32 - A - Incorporação de D-[U-14C]-Glicose em Lipídeos em Adipócitos 
Isolados SUB. B - Incorporação de D-[U-14C]-Glicose em Lipídeos em 
Adipócitos Isolados RP 
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Cada valor corresponde à média  EPM do grupo na situação basal e na estimulada por insulina. 
Valores expressos em (nmol.10

-6 
células.h

-1
) (n=4-5). (ω) vs. máximo (insulina) (p<0,05).  
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6.8.2 Avaliação da Sensibilidade Lipolítica Frente a Estímulo com Isoproterenol 

 

Para avaliação da atividade lipolítica, foi realizada uma curva dose-resposta ao 

isoproterenol. Primeiramente utilizamos como normalizador dos cálculos o número 

de células, ou seja, a liberação de glicerol em um milhão de células (figura 33).   

Para observar a sensibilidade de resposta de cada grupo, foi calculada então a 

concentração de isoproterenol que induz metade do efeito máximo, também 

chamado de EC50 (figura 35 e tabela B.24). Além da sensibilidade foi determinada a 

capacidade lipolítica basal e a maximamente estimulada por isoproterenol. A 

diferença entre estes dois valores determina a responsividade das células incubadas 

(figura 34 e tabelas B.22 e 23). Não se observou aumento ou diminuição da 

sensibilidade frente ao treinamento e/ou tratamento com melatonina. Entretanto, em 

ambos os tecidos, a resposta máxima ao isoproterenol nas células de animais 

tratados com melatonina se apresentava diminuída. Por meio do teste de correlação, 

observamos que a área do adipócito apresentava correlação positiva com a resposta 

máxima obtida no teste de lipólise (figura 36).  

 

Figura 33 - A - Curva Lipolítica Dose-Reposta por células em adipócitos isolados do 
tecido SUB. B - Curva Lipolítica Dose-Reposta por células em 
adipócitos isolados do tecido RP 
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Cada valor corresponde à média da concentração de glicerol liberadas no estado basal e em cada 
ponto de estímulo com isoproterenol. Valores expressos em (nmol/10

6
 células).  
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Figura 34 - A - Atividade Lipolítica por células em adipócitos isolados do tecido SUB 
B - Atividade Lipolítica por células em adipócitos isolados do tecido RP 
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Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos na situação basal e na estimulada por 
isoproterenol (n=4-5). Valores expressos em (nmol/10

-6 
células). (*) vs. C (ω) vs. máximo (p<0,05). 

   

 

Figura 35 - Sensibilidade Lipolítica por Células (Log EC50) no Tecido Adiposo SUB 
e RP 
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Cada valor corresponde à média  EPM da EC50 de cada grupo de ambos os tecidos SUB e RP(n=4-
5). Valores expressos em Log. Não foram constatadas diferenças significativas.   
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Figura 36 - A - Correlação entre área do adipócito e lipólise máxima do tecido SUB 
B - Correlação entre área do adipócito e lipólise máxima no tecido  RP 
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As marcações nos gráficos (círculos preenchidos) representam os valores absolutos obtidos de cada 
animal. Em A e B eixo y = [glicerol] nmol/10

6
 células e no eixo x = área do adipócito (cm

2
) n=18 

p<0,05. 
 
 

Após termos observado correlação positiva entre área do adipócito e a 

resposta máxima obtida no teste de lipólise, substituímos a normalização de número 

de células para área de membrana. Todas as análises foram refeitas, e os 

resultados obtidos por cm2 não apresentaram diferenças na responsividade (figura 

38 e tabelas B.25 e 26) ou sensibilidade(figura 37 e 39 e tabela B.27).  

 

Figura 37 - A - Curva Lipolítica Dose-Reposta por área em adipócitos isolados do 
tecido SUB. B -  Curva Lipolítica Dose-Reposta por área em adipócitos 
isolados do tecido RP 
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Cada valor corresponde à média da concentração de glicerol liberadas no estado basal e em cada 
ponto de estímulo com isoproterenol. Valores expressos em (nmol/cm

2
).  
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Figura 38 - A - Atividade Lipolítica por área em adipócitos isolados do tecido SUB                
B - Atividade Lipolítica por área em adipócitos isolados do tecido RP 
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Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos na situação basal e na estimulada por 
isoproterenol (n=4-5). Valores expressos em (nmol.cm

2
). (ω) vs. máximo (p<0,05). 

 

 

Figura 39 - Sensibilidade Lipolítica por área (Log EC50) no Tecido Adiposo SUB e 
RP 
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Cada valor corresponde à média  EPM da EC50 de cada grupo de ambos os tecidos SUB e RP(n=4-
5). Valores expressos em Log. Não foram constatadas diferenças significativas. 
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6.9 Expressão Gênica 

 

A expressão do RNAm de proteínas importantes para a atividade lipolítica foi 

avaliada nos tecido adiposo SUB e RP.   

 

6.9.1 Receptores Adrenérgicos 

 

Em relação a expressão gênica dos receptores adrenérgicos beta 1,2,3 e alfa-

2a nos tecidos SUB e RP, o treinamento físico promoveu alterações na expressão 

gênica dos receptores adrenérgicos beta-1 e alfa-2a. A expressão do receptor 

adrenérgico beta-1 se mostrou diminuída no coxim RP dos animais submetidos ao 

treinamento físico (figura 40 e tabela B.28). Já a expressão do receptor alfa-2a, se 

mostrou aumentada no tecido SUB. (figura 43 e tabela B.31). 

 

 

Figura 40 - A - Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico β-1 no tecido SUB        

                   B - Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico β-1 no tecido RP 
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As barras expressam a razão entre os produtos de amplificação do β-1 e do gene constitutivo Beta-

2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos (n=5) 
(*) vs. S (p<0,05).  

  



Resultados                                                                                                                                   74 

__________________________________________________________________________ 

Figura 41 - A - Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico β-2 no tecido SUB 

                   B - Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico β-2 no tecido RP 
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As barras expressam a razão entre os produtos de amplificação do β-2 e do gene constitutivo Beta-

2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos (n=5). 
Não foram constatadas diferenças significativas. 
 
 
 

Figura 42 - A - Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico β-3 no tecido SUB 

                   B - Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico β-3 no tecido RP 
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As barras expressam a razão entre os produtos de amplificação do β-3 e do gene constitutivo Beta-

2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos (n=5). 
Não foram constatadas diferenças significativas. 
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Figura 43 - A - Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico Alfa-2a no tecido SUB  

                   B - Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico Alfa-2a no tecido RP 
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As barras expressam a razão entre os produtos de amplificação do Alfa-2a e do gene constitutivo 

Beta-2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos 
(n=5). (*) vs. S (α) vs. SC (p<0,05). 
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6.9.2 Lipase Sensível a Hormônio e Perilipina-1 

 

A expressão do RNAm da HSL, lipase responsável principalmente por  

hidrolisar diacilglicerol, não sofreu modificações frente ao treinamento físico e/ou 

tratamento com melatonina em ambos tecidos avaliados (figura 44 e tabela B.32). Já 

a expressão do RNAm da perilipina-1, proteína que recobre a gota lipídica e uma 

das responsáveis por regular e coordenar os estoques lipídicos, se mostrou 

aumentada no tecido SUB em animais submetidos ao treinamento físico (figura 45 e 

tabela B.33).  

Figura 44 - A - Expressão Gênica da Enzima Lipolítica HSL no tecido SUB              

                   B - Expressão Gênica da Enzima Lipolítica HSL no tecido RP 
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As barras expressam a razão entre os produtos de amplificação da HSL e do gene constitutivo Beta-

2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos (n=5). 
Não foram constatadas diferenças significativas. 

 

Figura 45 - A - Expressão Gênica da Proteína Perilipina-1 no tecido SUB                 

                   B - Expressão Gênica da Proteína Perilipina-1 no tecido RP 
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As barras expressam a razão entre os produtos de amplificação da Perilipina-1 e do gene constitutivo 

Beta-2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos 
(n=5). (*) vs. S (α) vs. SC (p<0,05). 
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6.9.3 Transporte de Ácidos Graxos e Glicerol  

 

A expressão do RNAm da aquaporina-7, uma proteína que funciona como 

canal permeável a água e glicerol, se mostrou aumentada no tecido SUB em 

animais submetidos ao treinamento físico (figura 46 e tabela B.34). Já a expressão 

do RNAm da FABP-4, proteína de ligação de ácido graxo e responsável pelo seu 

transporte para a membrana plasmática, não sofreu modificações frente ao 

treinamento físico e/ou tratamento com melatonina em ambos tecidos avaliados 

(figura 47 e tabela B.35). 

 

Figura 46 - A - Expressão Gênica da Proteína Aquaporina-7 no tecido SUB             

                   B - Expressão Gênica da Proteína Aquaporina-7 no tecido RP 

Sedentário Treinado
0

1

2

3

4

C
t 2

5
.5


Controle

Melatonina

A

* p=0.0507

R
N

A
m

(U
.A

)

Sedentário Treinado
0

1

2

3

4
Controle

Melatonina

C
t 2

2
.7


B

R
N

A
m

(U
.A

)

 
 
As barras expressam a razão entre os produtos de amplificação da Aquaporina-7 e do gene 

constitutivo Beta-2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde à média  EPM 
dos grupos (n=5). (*)  vs. S (p=0,0507). 
 

Figura 47 - A - Expressão Gênica da Proteína FABP-4 no tecido SUB 

                   B - Expressão Gênica da Proteína FABP-4 no tecido RP 
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As barras expressam a razão entre os produtos de amplificação da FABP-4 e do gene constitutivo 

Beta-2m, normalizados pela média do controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos 
(n=5). Não foram constatadas diferenças significativas. Não foram constatadas diferenças 
significativas. 
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7 DISCUSSÃO  

 

O protocolo de treinamento se mostrou eficiente em estabelecer a diferença de 

condicionamento entre os grupos treinados (TC e TM) e os grupos sedentários (SC 

e SM), isso foi demonstrado utilizando o teste de esforço máximo, o qual refletiu uma 

melhora no desempenho dos animais treinados, sugerindo assim uma adaptação 

metabólica frente ao exercício. Esse resultado corrobora outros estudos que 

utilizaram protocolos de treinamento e teste de esforço máximo similares114,115,122,123. 

Entretanto observamos um fato curioso: animais de 5 semanas quando submetidos 

ao mesmo protocolo de treinamento físico, permaneciam em média um maior tempo 

na esteira durante os testes de esforço máximo (teste 1 = 12,5 min teste 2 = 17,0 

min teste 3 = 18,0 min)122, quando comparados aos animais com 11 semanas de 

idade utilizados nesse estudo (teste 1 = 7,0 min  teste 2 =  13,0 min teste 3 = 13,3 

min). Esses dados sugerem que a idade dos animais possa interferir no 

desempenho dos mesmos frente ao treinamento físico.       

Não foram observadas alterações na ingestão alimentar dos animais 

submetidos ao treinamento físico ou tratamento com melatonina. Entretanto 

observamos diferença no consumo hídrico de animais tratados com melatonina. Tal 

diferença foi decorrente ao modelo de garrafa utilizado, o qual possibilitava uma 

maior extravazamento de água, em última análise acreditamos que isso não  

comprometeu o estudo. 

Os animais que apenas foram tratados com melatonina, apesar de 

apresentarem um peso corporal menor do que o grupo controle, possuíam 

quantidades de coxins adiposos iguais, assim como o diâmetro dos adipócitos de 

ambos tecidos estudados, independente do consumo alimentar. Em seu trabalho, 

Wolden-Hanson (2000), mostrou que animais de "meia-idade" tratados com 

melatonina apresentaram uma redução da massa magra quando comparados aos 

controles106. No estudo de Zanuto et al (2013), ratos Wistar de "meia-idade" (12 

meses) tratados com melatonina (0,5 mg/Kg/dia) por  8 semanas apresentavam  

quantidades de coxim adiposo da região periepididimal semelhantes aos animais do 

grupo controle, sendo que os animais tratados por 12 semanas apresentaram 

reduções significativas do peso corporal assim como do coxim adiposo124. Em outro 

trabalho recente, e também utilizando ratos Wistar de meia-idade, a suplementação 



Discussão                                                                                                                                    79 

__________________________________________________________________________ 

com 1,0 mg/Kg/dia durante 8 semanas, promoveu redução do peso corporal assim 

como do coxim adiposo da região periepididimal123. Foi mostrado também, em outro 

estudo, que a suplementação com melatonina por 10 semanas em animais também 

de 12 meses de idade promovia reduções da adiposidade não observadas em 

animais de 5 meses de idade104. A luz do exposto acima, a idade dos animais, o 

tempo de tratamento, assim como a dose utilizada, parecem interferir nas 

repercussões zoométricas promovidas por tais intervenções.   

Os animais que apenas foram treinados, também apresentavam peso corporal 

menor que o grupo controle e quantidades semelhantes de adiposidade. Temos 

observado que assim como o relatado sobre o tratamento com melatonina, a idade 

pode influenciar as repercussões promovidas pelo treinamento físico. Animais de 7 e 

de 5 semanas de idade quando exercitados em esteira por 8 semanas, 5x/semana, 

apresentaram uma redução significativa dos coxins adiposos e do diâmetro dos 

adipócitos102,122. Em nosso estudo, apesar de usarmos o mesmo protocolo de 

treinamento físico, não observamos as mesmas reduções encontradas nos trabalhos 

citados anteriormente. Porém, Mendes et al. (2013), utilizando protocolo de 

treinamento similar, mostraram que animais de 12 meses de idade exercitados por 8 

semanas, apresentaram reduções do peso corporal, assim como do coxim adiposo 

periepididimal123. No entanto, em nosso estudo, o grupo que realizou o tratamento 

com melatonina e treinamento físico apresentou além do peso corporal, quantidade 

de coxins menores e diâmetro celular reduzido das regiões estudadas, evidenciando 

assim um efeito conjunto de ambas as intervenções. Foi observado também, através 

de uma estimativa do número de adipócitos, que os animais tratados apresentavam 

quantidades maiores de adipócitos no tecido adiposo subcutâneo. A massa adiposa 

é determinada tanto pelo número como pelo volume de células125. O número de 

células reflete o balanço entre aquisição e perda de células, ou seja, o aumento 

ocorre via replicação e diferenciação de pré-adipócitos e a redução via apoptose de 

preadipócitos e adipócitos126. Já o volume representa o balanço entre lipólise e a 

lipogênese127. O diâmetro dos adipócitos dos animais treinados e tratados com 

melatonina era menor, assim como a massa média. Mesmo tendo o sugestivo 

aumento em relação ao número de adipócitos no tecido SUB, constatamos que a 

redução da massa adiposa desses animais ocorreu devido a uma hipotrofia dos 

adipócitos, que consequentemente culminou em uma redução da massa de tecido 
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adiposo. Atribuímos esse resultado à ação combinada do treinamento físico e 

suplementação com melatonina.  

Em relação à diminuição das estruturas reprodutoras, nosso grupo, em 

publicação recente, evidenciou um significante hipogonadismo provocado por um 

efeito colateral do tratamento de ratos diabéticos com melatonina109. Reduções na 

massa testicular e na concentração plasmática de testosterona também foram 

observadas em hamsters siberianos tratados com melatonina através de injeções 

sistêmicas aplicadas diariamente, as quais buscavam mimetizar dias tipicamente de 

inverno (dias curtos e noites longas)110.  

Outros estudos sugerem que aumento na concentração de melatonina pode 

inibir secreção de esteroides em humanos, ratos e hamsters128,129,130,131. Em nosso 

trabalho, em que obtivemos redução da concentração plasmática de testosterona, e 

correlação positiva entre testosteronemia e vesícula seminal e testosteronemia e 

epidídimo, a explicação seria também um efeito antigonadotrófico da melatonina. Em 

estudo realizado por grupo japonês, foi demonstrado de maneira elegante em aves, 

que a melatonina pode estar relacionada não apenas com a estimulação da 

expressão, mas também com a liberação do hormônio inibitório de gonadotrofinas 

(GnIH)112. Eles utilizaram codornas machos (Japanese quail) e, através de 

manipulação endógena de melatonina (dias curtos/noites longas) e ensaios in vitro, 

demonstraram que a concentração de melatonina está diretamente relacionada a 

expressão e liberação de GnIH, promovendo redução na concentração plasmática 

do hormônio luteinizante (LH) e consequentemente no peso testicular, sugerindo 

assim um efeito antigonadotrófico da melatonina112. Em nossos resultados, dois 

fatos nos chamaram a atenção. O primeiro é que os animais eram adultos, ou seja, o 

tratamento com melatonina ocorreu em animais pós-puberes, o que poderia ser um 

fator determinante para a redução das estruturas. O segundo é que a dose de 

melatonina administrada diariamente era 5 vezes menor que a geralmente utilizada 

por alguns estudos, incluindo o nosso citado anteriormente. Um fato curioso, é que, 

embora alguns estudos descritos aqui mostrem efeitos da melatonina no eixo 

hipofise-hipotálamo-gônadas, outros utilizando o mesmo tratamento, nada relataram 

sobre alterações envolvendo esse eixo. De qualquer maneira, em nosso modelo, 

sinais claros de hipogonadismo foram evidenciados, sugerindo assim um efeito 

antigonadotrófico da suplementação com melatonina na dose de 0,2 mg/Kg/dia. 
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Reduções da testosteronemia, como descrito anteriormente, estão 

relacionadas ao hipogonadismo, assim como reduções na massa corporal magra e 

aumento do percentual de gordura132. Em nosso trabalho, observamos que os 

animais tratados com melatonina, além do hipogonadismo e de valores plasmáticos 

de testosterona não detectáveis, apresentaram peso menor do músculo EDL quando 

comparado ao dos animais controles. Realizamos também testes de correlação 

entre EDL e testosteronemia e entre EDL e vesícula seminal, em ambos obtivemos 

resultado positivo. Importante lembrar, que a vesícula seminal, nos serve como 

"histórico" da testosteronemia, nos fornecendo informações sobre seu 

comportamento em um período de tempo anterior e crônico. Tanto em humanos 

como em ratos, a deficiência de testosterona está associada com a redução de IGF-

1 circulante e a expressão de IGF-1 intramuscular133,134,135. A via de sinalização 

IGF/Akt/mTORC1 é uma via reguladora importante da síntese e degradação proteica 

do músculo esquelético136. Embora fosse necessário empregar técnicas mais 

precisas para determinar alterações na composição corporal, nossos dados indicam 

que há possivelmente uma repercussão secundária do tratamento com melatonina 

sobre o músculo EDL.  

Em relação ao perfil plasmático de glicose, insulina e leptina, estudo realizado 

em ratos (Sprague Dawley), o tratamento com melatonina em animais de "meia 

idade" foi responsável por promover reduções na glicemia, insulinemia e 

leptinemia106. Foi também demonstrado por outro estudo que administração aguda 

intracerebroventricular de melatonina diminui os níveis de insulina no plasma e 

melhora a sensibilidade à insulina em ratos137. No presente trabalho, nós também 

encontramos reduções nesses parâmetros em animais tratados com melatonina. 

Observamos que os animais tratados com melatonina apresentaram uma glicemia e 

uma insulinemia reduzida, sendo que, em relação à insulina, não foi encontrada 

diferença estatística. No entanto, por meio do índice Homa-IR, observamos que os 

animais tratados com melatonina apresentaram melhora na sensibilidade à insulina. 

Este resultado vai ao encontro de estudos in vitro, que mostraram que a melatonina 

melhora a captação de glicose em adipócitos e em miócitos138,139, e que 

possivelmente podem estar relacionados ao fato de a melatonina estimular o 

transporte de glicose via IRS-1/PI-3 quinase, contribuindo assim para a homeostase 

glicêmica140. No estudo de Mendes et al. (2013), foi demonstrado que o treinamento 
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somado ao tratamento com melatonina promoveu aumento na expressão hepática 

de proteínas envolvidas na via de sinalização intracelular da insulina, assim como de 

GLUT-4 no músculo, sendo que, independente do condicionamento, a melatonina 

promoveu uma melhor resposta ao teste de tolerância a glicose123. 

Ambas as concentrações de leptina e insulina tendem a ser positivamente 

correlacionadas com a adiposidade, embora possam ser reguladas diferencialmente 

por dieta, exercício físico, tratamento e idade141,142,143. A leptina além de possuir um 

papel importante na regulação do balanço energético, ela exerce efeitos na 

reprodução, imunidade, osteogênese, angiogênese e controle da pressão 

sanguínea144. No balanço energético, ela atua como um lipostato (mensurador de 

depósitos lipídicos no organismo), estimulando e inibindo vias que culminam em 

redução da ingestão alimentar, assim como no aumento do gasto energético total7. A 

massa de tecido adiposo assim como a celularidade possui relação positiva com a 

leptinemia145. Em nosso estudo, a concentração de leptina tendeu a ser reduzida no 

grupo que foi submetido ao treinamento físico e ao tratamento com melatonina. 

Apesar de não ter sido observada diferença estatística, tal dado corrobora com a 

redução da adiposidade e do diâmetro dos adipócitos encontrada nesse conjunto de 

animais. Foi observada correlação positiva entre leptina e adiposidade, e leptina e 

diâmetro dos adipócitos, o que nos permite considerar que a leptinemia estava 

reduzida nesses animais que foram treinados e tratados com melatonina.   

 Os animais submetidos ao treinamento físico apresentaram reduções nos 

triacilgliceróis plasmáticos, fenômeno evidenciado em outros estudos e atribuído ao 

treinamento físico146,147,148. Concordantemente, outros trabalhos evidenciaram que o 

tratamento com melatonina por 8 e 12 semanas em animais de 6 e 10 meses de 

idade respectivamente, foram eficientes em promover redução plasmática de 

traicilgliceróis149,123. Não foram observadas alterações importantes em relação a 

concentração de colesterol.  

Não foi observada diferença significativa na taxa de incorporação de glicose em 

lipídeos entre os grupos, corroborando resultados anteriores de nosso grupo, nos 

quais animais pinealectomizados e controles, treinados ou não, apresentavam 

valores de incorporação de glicose em lipídeos semelhantes105. Entretanto, em um 

estudo realizado em camundongos, o tratamento com melatonina favoreceu a 
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deposição de gordura, por meio de um aumento no transporte intracelular de 

glicose150. O mesmo estudo mostrou também um aumento significativo na expressão 

de GLUT-4 e de receptores de insulina no músculo esquelético nos animais tratados 

comparados ao controle150.  Em nosso trabalho a suplementação de melatonina em 

animais que tiveram preservada a produção endógena de melatonina, não provocou 

mudanças no padrão de incorporação de glicose em lipídeos.  

No metabolismo lipídico, o sistema adrenérgico desempenha um papel 

importante na regulação da lipólise no tecido adiposo branco. As catecolaminas são 

capazes de estimular a lipólise através da ativação de receptores adrenérgicos-beta 

(beta-1,2,3) presentes nos adipócitos. Eles também podem aumentar o 

armazenamento de lipídios através do receptor adrenérgico-alfa (alfa-2a), impedindo 

a mobilização de lipídios através da inibição da produção de AMP-c151. A 

coexistência de receptores adrenérgicos que exercem funções antagônicas permite 

que as catecolaminas desempenhem um papel significativo na regulação do balanço 

energético152. Diversos estudos já evidenciaram a importância do equilíbrio entre 

receptores lipolíticos e anti-lipolíticos no controle da lipólise151,153,154,155.    

Em relação à atividade lipolítica, observamos que tanto o tratamento com 

melatonina como o treinamento físico não interferiram na sensibilidade lipolítica das 

células isoladas de ambos tecidos. Entretanto o tratamento com melatonina 

provocou uma redução da responsividade dos adipócitos ao isoproterenol, uma vez 

que a resposta máxima estava diminuída, tanto no tecido adiposo visceral (RP) 

quanto no tecido subcutâneo (SUB). Foi demonstrado que adipócitos isolados da 

região subcutânea inguinal de ratos controles, incubados com melatonina, 

apresentam uma inibição na resposta ao isoproterenol, sugerindo que tal fato se 

deva à ativação mediante proteína GI, a qual estaria acoplada a receptores de 

melatonina (MT1 e MT2)156. No entanto, a diferença do tamanho dos adipócitos 

entre os grupos estudados, pode ter sido determinante para o resultado encontrado.  

Em estudo realizado em 48 sujeitos (homens e mulheres) foi mostrado uma 

correlação positiva entre o volume do adipócito e a taxa lipolítica. Das 48 pessoas 

que faziam parte do estudo, 34 eram obesos e 14 eram eutróficos157. Um adipócito 

de um sujeito obeso é maior do que um adipócito de um sujeito magro. Foi 

constatado que o tamanho da célula influencia marcadamente a magnitude da taxa 
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de lipólise, quando calculado por célula. Como consequência, é difícil de resolver se 

as diferenças nas taxas de lipólise/células entre adipócitos grandes e pequenos 

refletem apenas diferenças no tamanho das células ou se os fatores independentes 

de tamanho também estão presentes. No estudo citado, assim como em outros, os 

autores passaram a normalizar por grama de lipídeos157,158.  

Em nosso estudo, também mostramos a existência de correlação positiva entre 

a lipólise normalizada por número de células e a área de superfície celular dos 

adipócitos.  Para contornar tal influência, optamos por expressar liberação de glicerol 

por área de membrana celular (cm2). Com isso, observamos que não houve 

qualquer diferença entre os grupos e em ambos os coxins adiposos estudados. A 

sensibilidade, assim como a responsividade foram similares entre os grupos. Isso 

nos revela que a capacidade lipolítica das células não sofreu alterações frente ao 

treinamento físico e/ou tratamento com melatonina. É importante destacar que o 

ensaio biológico de curva dose-resposta da lipólise in vitro, nos fornece um ótimo 

espectro de mobilização lipídica desses adipócitos, permitindo verificar capacidades 

basal e máxima assim como a sensibilidade do sistema. No entanto, não nos 

permite inferir sobre grau de atividade lipolítica que cada animal possui ao longo do 

dia, sendo isso uma limitação desse estudo. Nossos resultados não corroboram 

outros trabalhos que evidenciaram diminuição da massa adiposa assim como 

aumento da taxa lipolítica em animais controle treinados105,159,160,161,162. É importante 

destacar que, nos estudos citados, foram utilizados diferentes protocolos de 

treinamento assim como diferentes técnicas para avaliar as respostas lipolíticas. 

Além disso, os animais usados eram mais jovens e, em alguns casos, fêmeas. 

Infelizmente, devido à utilização de procedimentos diferentes em cada estudo, 

divergências de resultados podem ocorrer, mesmo que as coletas de resultados 

tenham sido adequadamente realizadas. 

Além do ensaio biológico, nós realizamos a análise da expressão de RNAm de 

receptores, enzimas e transportadores importantes para atividade lipolítica no tecido 

adiposo branco. Embora não se tenham observado diferenças na atividade lipolítica 

frente ao treinamento e/ou tratamento com melatonina, nos verificamos que houve 

aumento da expressão gênica de AQP-7, perilipina-1 e receptor α-2a adrenérgico no 

tecido subcutâneo, assim como redução do receptor β-1 adrenérgico no tecido 

retroperitoneal, em animais submetidos ao treinamento físico. Em trabalho recente 
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foi demonstrado que camundongos-KO para perilipina-1 apresentaram aumento na 

taxa de oxidação lipídica durante o exercício163. Outros trabalhos mostraram que o 

bloqueio dos receptores adrenérgico-α2 com um inibidor (fentolamina) aumenta a 

resposta lipolítica durante o exercício164 e que animais deficientes em AQP7 

apresentaram uma liberação de glicerol prejudicada50. Sendo assim, o aumento na 

expressão gênica da AQP7 (proteína integral de membrana responsável pelo efluxo 

de glicerol do adipócito)50, da perilipina-1 (proteína que regula e coordena os 

estoque lipídicos no estado basal e estimulado)30 e do receptor adrenérgico α-2a 

(receptor acoplado a proteína Gi, com ação antilipolítica)20 sugerem uma melhora no 

controle lipolítico inibitório frente a um aumento na mobilização lipídica provocada 

pelo exercício físico, o que também explicaria a diminuição na expressão gênica do 

receptor adrenérgico β-1 no tecido adiposo visceral. É importante ressaltar que, o 

aumento ou diminuição da expressão gênica de uma proteína alvo, não resulta 

necessariamente em um aumento ou diminuição da expressão proteica.  Além disso, 

alterações no funcionamento celular, em muitos casos, podem ser controlados por 

mecanismos pós-traducionais, de ativação e inibição proteica, como por exemplo, as 

que envolvem fosforilação e desfosforilação. 

Grupos espanhóis, em publicações recentes, demonstram repercussões 

decorrentes ao tratamento com melatonina, envolvendo aumento da atividade 

noturna dos animais, assim como um aumento de adipócitos do tecido adiposo 

marrom113, 165. Em relação ao aumento da atividade noturna, o estudo conduzido por 

Terrón et al (2013) mostrou que ratos Wistar tratados com aproximadamente 2 

mg/Kg/dia de melatonina por 15 semanas, apresentaram um aumento na atividade 

motora noturna, o que foi relacionado a perda de peso corporal165.  No outro estudo 

citado, os pesquisadores trataram tanto ratos Zucker, uma linhagem de ratos 

obesos, como ratos magros, com 10 mg/Kg/dia de melatonina por 6 semanas. Eles 

verificaram, em ambos os grupos, um aumento na expressão de marcadores de 

biogênese mitocondrial (UCP-1 e PGC-1a) na gordura subcutânea inguinal, assim 

como uma elevação na temperatura cutânea113. Foi observado também, o 

aparecimento, em meio ao tecido adiposo branco, de populações de adipócitos do 

tecido adiposo marrom113.  Certamente, os resultados mostrados nestes estudos, 

lançam luz sobre efeitos do tratamento com melatonina, que ajudando-nos a 

entender melhor suas repercussões, principalmente relacionado à adiposidade. 
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Entretanto, ainda não é claro, se os efeitos no eixo hipófise-hipotálamo-gônadas são 

potencialmente problemáticos ao organismo.    
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8 CONCLUSÃO 

 

Concluímos que, além das repercussões isoladas de cada intervenção, o uso 

concomitante do treinamento físico (50-60 % da capacidade máxima) e da 

suplementação com melatonina (0,2 mg/Kg/dia) durante 8 semanas em ratos Wistar 

de 11 semanas de idade, foi mais eficiente em promover reduções no diâmetro dos 

adipócitos e, consequentemente, na adiposidade do que o uso isolado do 

treinamento físico ou da suplementação com melatonina. Entretanto, não foram 

observadas alterações na atividade lipolítica, e nem na lipogênese, medidas em 

adipócitos isolados das regiões subcutânea inguinal e retroperitoneal. 

Este trabalho reforça também que há uma necessidade em aprofundar os 

estudos sobre os impactos do uso de melatonina no eixo hipófise-hipotálamo-

gônadas, uma vez que, mesmo em doses reduzidas, a suplementação promoveu 

hipogonadismo, com consequente redução da testosteronemia, além de uma 

redução da massa do músculo EDL. 
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APÊNDICE A -  Protocolo de Treinamento 
 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Semanas/dias Duração Aquecimento  50% máx. 60% máx. Recuperação 

  1º TESTE DE EXAUSTÃO 

Semana 1  min min velocid. min velocid. min velocid. min velocid. 

segunda 15 5 0,3 5 0,4 -   5 0,3 

terça 17 5 0,3 7 0,4 -   5 0,3 

quarta 20 5 0,3 10 0,4 -   5 0,3 

quinta 25 5 0,3 15 0,4 -   5 0,3 

sexta 30 5 0,3 20 0,4 -   5 0,3 

Semana 2 min min velocid. min velocid. min velocid. min velocid. 

segunda 30 5 0,3 20 0,5 -   5 0,3 

terça 30 5 0,3 15 0,5 5 0,6 5 0,3 

quarta 30 5 0,3 15 0,5 5 0,6 5 0,3 

quinta 35 5 0,3 15 0,5 10 0,6 5 0,3 

sexta 40 5 0,3 20 0,5 10 0,6 5 0,3 

Semana 3 min min velocid. min velocid. min velocid. min velocid. 

segunda 40 5 0,3 20 0,5 10 0,6 5 0,3 

terça 45 5 0,3 25 0,5 10 0,6 5 0,3 

quarta 45 5 0,3 25 0,5 10 0,6 5 0,3 

quinta 50 5 0,3 25 0,5 15 0,6 5 0,3 

sexta 60 5 0,3 30 0,5 20 0,6 5 0,3 

Semana 4 min min velocid. min velocid. min velocid. min velocid. 

segunda 45 5 0,3 20 0,5 15 0,6 5 0,3 

terça 60' 5 0,3 30 0,5 20 0,6 5 0,3 

quarta 60' 5 0,3 30 0,5 20 0,6 5 0,3 

quinta 60' 5 0,3 25 0,5 25 0,6 5 0,3 

sexta 2º TESTE DE EXAUSTÃO 

Semana 5 min min velocid. min velocid. min velocid. min velocid. 

segunda 15 5 0,4 5 0,6 -   5 0,4 

terça 17 5 0,4 7 0,6 -   5 0,4 

quarta 20 5 0,4 10 0,6 -   5 0,4 

quinta 25 5 0,4 15 0,6 -   5 0,4 

sexta 30 5 0,4 20 0,6 -   5 0,4 

Semana 6 min min velocid. min velocid. min velocid. min velocid. 

segunda 30 5 0,4 20 0,6 -   5 0,4 

terça 30 5 0,4 15 0,6 5 0,7 5 0,4 

quarta 30 5 0,4 15 0,6 5 0,7 5 0,4 

quinta 35 5 0,4 15 0,6 10 0,7 5 0,4 

sexta 40 5 0,4 20 0,6 10 0,7 5 0,4 

Semana 7 min min velocid. min velocid. min velocid. min velocid. 

segunda 40 5 0,4 20 0,6 10 0,7 5 0,4 

terça 45 5 0,4 25 0,6 10 0,7 5 0,4 

quarta 45 5 0,4 25 0,6 10 0,7 5 0,4 

quinta 50 5 0,4 25 0,6 15 0,7 5 0,4 

sexta 60 5 0,4 30 0,6 20 0,7 5 0,4 

Semana 8 min min velocid. min velocid. min velocid. min velocid. 

segunda 45 5 0,4 20 0,6 15 0,7 5 0,4 

terça 60' 5 0,4 30 0,6 20 0,7 5 0,4 

quarta 60' 5 0,4 30 0,6 20 0,7 5 0,4 

quinta 60' 5 0,4 25 0,6 25 0,7 5 0,4 

Sexta 3º TESTE DE EXAUSTÃO 



APÊNDICE B                                                                                                                               102 

___________________________________________________________________________ 

  APÊNDICE B - Tabelas 
 

 
 CURVA DE PESO CORPORAL (g) n=4-5/grupo  

semanas SC SM TC TM 

  
 

 
 

11 346,5±09,74 336,0±09,89 339,2±07,17 344,0±08,09 

12 378,5±13,26 356,5±10,32 360,8±09,52 363,2±10,05 

13 399,5±12,23 369,5±11,84 374,8±09,15 371,2±09,81 

14 415,5±12,84* 373,0±11,90 379,2±10,36 376,0±09,69 

15 433,0±13,86* 386,5±14,93 390,0±11,17 386,0±09,44 

16 455,5±14,22* 400,0±12,57 412,8±12,78 403,2±13,20 

17 463,5±14,26* 405,0±14,20 412,8±12,75 398,8±13,03 

18 459,5±12,20* 400,0±12,02 392,8±11,00 371,2±11,84# 

19 435,5±10,78* 382,0±12,57 388,8±12,67 363,2±13,39# 

 
 
 
 

 
GANHO DE PESO CORPORAL (g) n=4-5/grupo 

 
 SC SM TC TM 

 
Peso(g) 113,0±4,20 64,0±10,00# 53,6±4,26& 27,2±5,31* 

 
 
 
 

 INGESTÃO ALIMENTAR (g) n=4-5/grupo  

semanas SC SM TC TM 

  
 

 
 

1 27,8±0,85 27,3±0,42 28,0±1,49 28,6±1,19 

2 27,1±0,56 25,1±0,78 25,6±1,00 25,9±1,24 

3 28,0±1,01 25,2±1,18 25,8±0,89 25,0±1,01 

4 27,0±0,82 24,7±1,37 25,2±0,97 24,6±0,64 

5 27,7±0,94 25,7±1,06 25,6±1,26 25,7±0,74 

6 28,2±0,99 25,6±0,76 25,1±1,09 26,0±0,91 

7 25,4±0,99 23,0±0,97 21,7±1,09 23,2±1,02 

8 24,6±0,95 22,4±0,68 18,3±0,66 16,9±1,12* 

 
 
  

Tabela B.1 Curva de Peso Corporal. Peso corporal dos animais ao longo do seu desenvolvimento. 

Medidas realizadas uma vez/semana. Valores em (g) correspondem à média  EPM dos grupos em cada semana 
de desenvolvimento dos animais,  (*) vs. TC ou SM ou TM  (#) vs. TC ou SM (p<0.05).  

 

Tabela B.2 Ganho de Peso Corporal. Valores correspondem à média  EPM dos grupos. Valores 

expressos em (g). (*) vs. demais grupos (#) vs. SC  (&) vs. SC (p<0.05).    

 

Tabela B.3 Ingestão Alimentar. As medidas de ingestão alimentar foram realizadas uma vez/semana. 

Valores expressos em (g) correspondem à média  EPM dos grupos em cada semana de desenvolvimento dos 
animais, (*) vs. S (p<0.05).    

. 
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 INGESTÃO ALIMENTAR/100g de P,C (g) n=4-5/grupo  

semanas SC SM TC TM 

  
 

 
 

1 27,8±0,85 27,3±0,42 28,0±1,40 28,6±1,19 

2 27,1±0,57 25,1±0,78 25,6±1,00 25,9±1,24 

3 28,0±1,01 25,2±1,18 25,8±0,89 25,0±1,01 

4 27,0±0,82 24,7±1,37 25,2±0,97 24,6±0,64 

5 27,7±0,94 25,7±1,06 25,6±1,26 25,7±0,74 

6 28,2±0,99 25,6±0,76 25,1±1,09 26,0±0,91 

7 25,4±0,99 23,0±0,97 21,7±1,09 23,2±1,02 

8 24,6±0,95 22,4±0,68 18,3±0,66 16,9±1,12* 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

TESTE DE ESFORÇO MÁXIMO (segundos) n=4-5/grupo 

semanas SC SM TC TM 

0 430,4±21,69 428,0±30,76 418,6±21,35 449,2±28,04 

4 303,0±44,59 385,0±67,78 785,4±29,79* Ω 766,2±10,55* Ω 

8 300,0±31,46 367,5±63,81 798,0±22,45 Ω 808,0±54,99 Ω 

 
 
 

  

 
CONSUMO HÍDRICO (mL) n=4-5/grupo 

semanas SC SM TC TM 

  
  

 
1 52,1±4,58 44,6±1,45 55,2±4,73 55,8±5,47 

2 51,0±3,21 65,9±6,92* 48,6±2,20 61,7±1,64* 

3 51,5±3,60 73,4±9,39* 50,0±2,51 66,6±3,68* 

4 41,8±2,36 57,9±9,55 40,9±2,54 47,6±2,09 

5 44,0±2,68 51,4±3,06 42,9±2,28 55,7±1,70 

6 46,5±3,81 68,8±3,05* 44,5±3,51 63,2±2,24* 

7 38,6±2,77 41,7±0,73 35,6±3,29 47,2±3,97 

8 39,2±3,21 40,6±2,44 31,3±1,76 38,0±3,96 

Tabela B.5 Ingestão Hídrica. As medidas de ingestão hídrica foram realizadas uma vez/semana. Valores 

expressos em (mL) correspondem à média  EPM dos grupos em cada semana de desenvolvimento dos 
animais. (*) SM e TM vs. SC e TC (p<0.05). 

 

Tabela B.6 Teste de Esforço Máximo. Tempo máximo (segundos) alcançada durante o teste de esforço 

realizado no início, na quarta e oitava semana dos protocolos nos ratos sedentários e treinados. Valores 

expressos em (segundos) Média  EPM, (*) TM e TC vs. SM e SC (p <0,05) (Ω) vs. semana 0 (p<0,05).  
 

Tabela B.4 Ingestão Alimentar Normalizado/100g de peso corporal. As medidas de ingestão 

alimentar foram realizadas uma vez/semana. Valores expressos em (g) correspondem à média  EPM dos grupos 
em cada semana de desenvolvimento dos animais, (*) vs. S (p<0.05).    

. 
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COXINS ADIPOSOS (g/100g de peso corporal)  n=4-5/grupo 

 SC SM TC TM 

SUB 0,71±0,06 0,88±0,14 0,77±0,02 0,66±0,08 
MS 0,46±0,07 0,54±0,08 0,53±0,10 0,30±0,05 
PE 1,04±0,07 1,25±0,16 1,38±0,07 1,00±0,15 
RP 0,66±0,05 0,93±0,12 0,94±0,08# 0,57±0,08* 

Total 2,86±0,23 3,59±0,43 3,61±0,21 2,53±0,34 Ω 

 
 
 
 
 

DIÂMETRO ADIPÓCITOS (um) n=4-5/grupo 

 SC SM TC TM 

SUB 67,14±1,6 64,69±0,5 69,35±1,2 57,18±1,2* 

RP 87,02±2,0 91,54±2,5 92,73±1,2 75,31±2,8* 

   
 
 
 

 
 
 

NÚMERO DE ADIPÓCITOS n4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB 2,17 x107±1,5x106 2,57 x107±3,0x106* 1,94 x107±1,9x106 2,68 x107±7,4x105
 α* 

RP 9,29x106±6,9x105 1,06x107±5,2x105 9,30x107±8,3x105 1,02 x107±8,1x105 

 
 
 
 
 

ESTRUTURAS REPRODUTORAS (g)  n=4-5/grupo 

 SC SM TC TM 

Testículo Dir, 1,84±0,04 1,61±0,11 1,82±0,08 1,74±0,13 

Testículo Esq, 1,82±0,02 1,63±0,13 1,81±0,08 1,78±0,15 

Epidídimo 1,68±0,02 1,23±0,12* 1,67±0,04 1,46±0,10* 

Canal Deferente 0,29±0,01 0,24±0,01 0,25±0,02 0,26±0,02 

Vesícula Seminal 1,16±0,13 0,26±0,03* 1,03±0,13 0,42±0,14* 

 
 
 
 

  

Tabela B.7 Coxins Adiposos.  Os dados foram arranjados de maneira a demonstrar o peso dos coxins 

adiposos, das regiões subcutânea, mesentérica, periepididimal, retroperitoneal e total dos grupos. Valores 

representam à média  EPM dos grupos. Valores expressos em (g / 100g de peso corporal). (*) vs TC ou SM 
(#) vs SC (p<0,05). 

Tabela B.8 Diâmetro Médio dos Adipócitos.  Comparação dos diâmetros médio dos adipócitos das 

regiões SUB, RP. Valores representam à média  EPM dos grupos. Medidas expressas em (μm). Diferenças 
significativas em consequência do treinamento e tratamento (*) vs demais grupos (p<0,05). 

Tabela B.9 Número de Adipócitos. Comparação do número estimado de adipócitos presentes em cada 

tecido, medida expressa em milhões de células. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos. (α) vs. TC; 
(*) SM e TM vs SC e TC  (p<0.05). 
 

Tabela B.10 Estruturas Reprodutoras.  As estruturas foram extraídas e pesadas. Valores 

representam a média  EPM e expressos em gramas (n=4-5). (*) = SM e TM vs SC e TC (p<0.05). 
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PESO ÚMIDO E SECO DOS MÚSCULOS EDL E SÓLEO 
 (g/comprimento da tíbia) n=4-5/grupo 

 SC SM TC TM 

EDL (úmido) 3,78±0,11 3,13±0,11* α 3,45±0,13 3,20±0,16* 

EDL (seco) 1,03±0,03 0,88±0,01* α 0,92±0,03 0,89±0,03* 

Sóleo (úmido) 2,69±0,15 2,41±0,11 2,43±0,10 2,49±0,17 

Sóleo (seco) 0,73±0,03 0,72±0,02 0,70±0,02 0,72±0,03 

   
 
 
 
 

GLICEMIA (mg/dL) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

GLICEMIA 118,50±4,10 105,72±7,60* 122,61±7,98 98,07±3,96* 

 
  
 

 
 

INSULINEMIA (ng/mL) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

INSULINEMIA 1,17±0,31 0,90±0,17 1,37±0,28 0,71±0,13 

 
  

 
 
 

HOMA-IR [(glicemia (mmo/l) x insulinemia (μU/ml)/22,5)] n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

HOMA-IR 122,14±27,5 125,83±16,5* 100,5±14,6 161,73±32,7* 

 
  
 
 
 

COLESTEROLEMIA (mg/dL) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

c-TOTAL 98,60±11,1 99,30±10,2 98,39±07,6 97,84±07,9 

HDL-c 32,40±4,32 30,58±1,22 26,28±2,13 27,57±2,71 

LDL-c 61,32±7,53 64,51±10,0 68,49±5,83 67,13±6,82 

VLDL-c 4,87±0,77 4,27±0,30 3,78±0,23* 3,11±0,12* 

 
 
 
  

Tabela B.12 Dosagem sanguínea de Glicose. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados por 

decapitação e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtenção do soro. As barras representam à 

média  EPM dos grupos. Medidas expressas em (mg/dL). (*) SM e TM vs SC e TC (p<0,05). 

Tabela B.14 HOMA-IR. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados por decapitação e as amostras 

de sangue foram centrifugadas para obtenção do soro. As barras representam à média  EPM dos grupos. 

Valores expressos em [(glicemia (mmo/l) x insulinemia (μU/ml)/22,5)]. (*)= SM e TM vs SC e TC (p<0.05). 

 

Tabela B.13 Dosagem sanguínea de Insulina. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados 

por decapitação e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtenção do soro. As barras representam à 

média  EPM dos grupos. Valores expressos em (ng/mL). Não foram constatadas diferenças significativas 

Tabela B.11 Peso úmido e seco dos músculos EDL e Sóleo.  peso úmido do EDL e sóleo 

normalizado pelo comprimento da tíbia. Valores representam à média  EPM dos grupos. Medidas 

expressas em (g/comprimento da tíbia). Diferenças significativas em consequência do treinamento e tratamento 

(α) vs SC; (*) = SM e TM vs SC e TC (p<0,05). 

Tabela B.15 Colesterolemia. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados por decapitação e as 

amostras de sangue foram centrifugadas para obtenção do soro. As barras representam média  EPM dos 
grupos.Valores expressos em (mg/dL). (*) =TC e TM vs SC e SM (p<0,05). 
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TAG (mg/dL) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

TAG 24,39±3,88 21,37±1,50 18,93±1,17* 15,55±0,61* 

  
 
 
 

LEPTINEMIA (ng/mL) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

Leptina 3,06±0,65 2,84±0,50 2,81±0,29 1,46±0,19 

 
 
 
 

 

ADIPONECTINEMIA (ug/mL) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

Adiponectina 3,10±0,55 4,02±0,60 3,37±0,37 3,74±0,21 

 
 
 
 

 

TESTOSTERONEMIA (ng/dL) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

Testosterona 54,09±29,21 n/d 30,65±16,39 n/d 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

  

INCORPORAÇÃO DE D-[U-14C]-GLICOSE EM LIPÍDEOS EM ADIPÓCITOS ISOLADOS SUB 

 (nmol,10-6 celulas,h-1) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

BASAL 109,95±27,3 120,47±22,3 112,70±15,1 66,63±7,59 

ESTIMULADO 219,23±35,9ω 209,33±39,0ω 223,92±35,3ω 123,02±18,4ω 

Tabela B.20 Incorporação de D-[U-14C]-Glicose em Lipídeos em Adipócitos Isolados em 

Tecido Adiposo Subcutâneo.  Quantificação realizada em teste biológico in vitro, a partir de adipócitos 

isolados no dia do sacrifício. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos na situação basal e na estimulada 
por insulina. Valores expressos em (nmol.10

6 
células.h

-1
).  Diferenças significativas apenas entre situação basal e 

estimulada por insulina ω vs basal correspondente (p<0,05).  

 

 

Tabela B.16 Dosagem sanguínea de Triacilgliceróis. Ao final do protocolo os animais foram 

sacrificados por decapitação e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtenção do soro. As barras 

representam média  EPM dos grupos. Valores expressos em (mg/dL). (*) =TC e TM vs SC e SM (p<0,05). 

 

Tabela B.17 Dosagem sanguínea de Leptina. Ao final do protocolo os animais foram sacrificados por 

decapitação e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtenção do soro. As barras representam média 

 EPM dos grupos. Valores expressos em (ng/mL). Não foram constatadas diferenças significativas. 

Tabela B.18 Dosagem sanguínea de Adiponectina. Ao final do protocolo os animais foram 

sacrificados por decapitação e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtenção do soro. As barras 

representam média  EPM dos grupos. Valores expressos em (ug/mL). Não foram constatadas diferenças 
significativas. 

Tabela B.19 Dosagem sanguínea de Testosterona. Ao final do protocolo os animais foram 

sacrificados por decapitação e as amostras de sangue foram centrifugadas para obtenção do soro. As barras 

representam média  EPM dos grupos. Valores expressos em (ng/dL). (n/d=valores não detectáveis). Não foram 
constatadas diferenças significativas. 
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LIPÓLISE SUB [Glicerol] (nmol/106 celulas) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

BASAL 1150,18±417,8 999,92±155,9 1267,64±348,44 634,72±120,9 

ESTIMULADO 5476,25±1089,8 ω 4824,0±317,9 ω* 5274,0±523,8 ω 3371,2±316,5 ω* 

 
 
 
 
 
 

LIPÓLISE RP [Glicerol] (nmol/106 celulas) n=3-4/grupo 

 
SC SM TC TM 

BASAL 3012,0±834,9 2870,33±552,3 3452,0±860,9 1791,7±349,3 

ESTIMULADO 12471,0±1507,2 ω 11528,0±909,3 ω* 14078,7±636,0 ω 9391,0±1470,2 ω* 

 
 
 
 
 
 

SENSIBILIDADE LIPOLÍTICA (Log EC50) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB -2,00±0,09 -1,92±0,09 -1,89±0,05 -2,04±0,05 

RP -2,18±0,02 -2,29±0,11 -2,04±0,11 -2,23±0,04 

 
 
 

  

INCORPORAÇÃO DE D-[U-14C]-GLICOSE EM LIPÍDEOS EM ADIPÓCITOS ISOLADOS RP 

 (nmol,10-6 celulas,h-1) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

BASAL 372,21±68,8 347,85±128,9 317,44±42,0 281,99±27,0 

ESTIMULADO 588,78±91,7ω 485,24±159,4ω 548,95±79,0ω 504,64±60,3ω 

Tabela B.22 Atividade Lipolítica em Tecido Adiposo Subcutâneo. Quantificação realizada em 

teste biológico in vitro, a partir de adipócitos isolados no dia do sacrifício. Cada valor corresponde à média  EPM 

dos grupos na situação basal e estimulada por isoproterenol. Valores expressos em (nmol/10
6 

células). Diferenças 
significativas (ω) vs basal correspondente; (*)SM e TM vs SC e TC (p<0,05). 

 

Tabela B.23 Atividade Lipolítica em Tecido Adiposo Retroperitoneal. Quantificação realizada 

em teste biológico in vitro, a partir de adipócitos isolados no dia do sacrifício. Cada valor corresponde à média  

EPM dos grupos na situação basal e estimulada por isoproterenol. Valores expressos em (nmol/10
6 

células). 
Diferenças significativas (ω) vs basal correspondente; (*)SM e TM vs SC e TC (p<0,05). 

Tabela B.21 Incorporação de D-[U-14C]-Glicose em Lipídeos em Adipócitos Isolados em 

Tecido Adiposo Retroperitoneal.  Quantificação realizada em teste biológico in vitro, a partir de adipócitos 

isolados no dia do sacrifício. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos na situação basal e na estimulada 
por insulina. Valores expressos em (nmol.10

6 
células.h

-1
).  Diferenças significativas apenas entre situação basal e 

estimulada por insulina ω vs basal correspondente (p<0,05).  

 

 

Tabela B.24 Atividade Lipolítica em Tecido Adiposo Subcutâneo e Retroperitoneal. Cada 

valor corresponde à média  EPM da EC50 de cada grupo de ambos os tecidos. Valores expressos em Log. Não 
foram constatadas diferenças significativas. 
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LIPÓLISE SUB POR ÁREA [Glicerol] (nmol/cm2) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

BASAL 7,51±2,05 7,50±0,96 8,52±2,51 6,46±1,70 

ESTIMULADO 37,23±4,05 ω 36,56±1,28 ω 34,59±1,92 ω 32,65±1,57 ω 

 
 
 
 
 
 

LIPÓLISE RP POR ÁREA [Glicerol] (nmol/ cm2) n=3-4/grupo 

 
SC SM TC TM 

BASAL 12,06±2,42 10,62±0,87 12,95±3,54 10,23±2,23 

ESTIMULADO 51,82±2,59 ω 44,57±5,65 ω 52,39±3,26 ω 51,70±1,71 ω 

 
 
 
 
 
 

SENSIBILIDADE LIPOLÍTICA (Log EC50) n=4-5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB -2,00±0,09 -1,92±0,09 -1,89±0,05 -2,04±0,05 

RP -2,18±0,02 -2,06±0,16 -2,05±0,11 -2,23±0,04 

 
 
 
 
 

EXPRESSÃO GÊNICA Beta-1 (UA) n=5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB 1,00±0,22 0,77±0,17 0,74±0,10  0,62±0,13 

RP 1,00±0,33 1,06±0,44 0,33±0,10* 0,29±0,03* 

 
 
 
 
 
 

  

Tabela B.28 Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico Beta-1. Amostras do tecido foram 

homogeneizadas em Trizol e o RNA total extraído e submetido à reação de RT-PCR. As barras expressam a 
razão entre os produtos de amplificação do Beta-1 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do 

controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrárias (UA). 
Diferenças significativas em consequência do treinamento físico em ambos os tecidos (*) TC e TM vs SC e SM 
(p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

Tabela B.25 Atividade Lipolítica em Tecido Adiposo Subcutâneo. Quantificação realizada em 

teste biológico in vitro, a partir de adipócitos isolados no dia do sacrifício. Cada valor corresponde à média  EPM 

dos grupos na situação basal e estimulada por isoproterenol. Valores expressos em (nmol/cm
2
). Diferenças 

significativas (ω) vs basal correspondente (p<0,05). 

 

Tabela B.26 Atividade Lipolítica em Tecido Adiposo Retroperitoneal. Quantificação realizada 

em teste biológico in vitro, a partir de adipócitos isolados no dia do sacrifício. Cada valor corresponde à média  

EPM dos grupos na situação basal e estimulada por isoproterenol. Valores expressos em (nmol/cm
2
). Diferenças 

significativas (ω) vs basal correspondente (p<0,05). 

Tabela B.27 Atividade Lipolítica em Tecido Adiposo Subcutâneo e Retroperitoneal. Cada 

valor corresponde à média  EPM da EC50 de cada grupo de ambos os tecidos. Valores expressos em Log. Não 
foram constatadas diferenças significativas. 
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EXPRESSÃO GÊNICA Beta-2 (UA) n=5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB 1,00±0,25 1,02±0,17 1,05±0,09  1,16±0,10 

RP 1,00±0,17 1,59±0,66 0,62±0,13 0,99±0,13 

 
 

  
 
 
 
 

EXPRESSÃO GÊNICA Beta-3 (UA) n=5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB 1,00±0,26 0,88±0,18 1,26±0,19  1,25±0,33 

RP 1,00±0,21 1,38±0,66 0,69±0,21 0,81±0,08 

 
 
 
 
 
 

EXPRESSÃO GÊNICA Alfa-2a (UA) n=5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB 1,00±0,17 1,19±0,26 2,11±0,13* α 1,59±0,29* 

RP 1,00±0,20 0,80±0,22 0,56±0,10 0,81±0,24 

 
 
 
 
 
 

EXPRESSÃO GÊNICA HSL (UA) n=5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB 1,00±0,37 1,13±0,32 1,33±0,33  1,50±0,31 

RP 1,00±0,23 1,17±0,33 0,63±0,17 0,94±0,13 

 
 
 
 
 

  

Tabela B.29 Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico Beta-2. Amostras do tecido foram 

homogeneizadas em Trizol e o RNA total extraído e submetido à reação de RT-PCR. As barras expressam a 
razão entre os produtos de amplificação do Beta-2 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do 

controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrárias (UA). 
Não foram constatadas diferenças significativas. 

 

 

 

 

 

 

 Tabela B.30 Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico Beta-3. Amostras do tecido foram 

homogeneizadas em Trizol e o RNA total extraído e submetido à reação de RT-PCR. As barras expressam a 
razão entre os produtos de amplificação do Beta-3 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do 

controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrárias (UA). 
Não foram constatadas diferenças significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela B.31 Expressão Gênica do Receptor Adrenérgico Alfa 2a. Amostras do tecido foram 

homogeneizadas em Trizol e o RNA total extraído e submetido à reação de RT-PCR. As barras expressam a 
razão entre os produtos de amplificação do Alfa-2a e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do 

controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrárias (UA). 
Diferenças significativas (α) vs.SC (*) TC e TM vs SC e SM (p<0,05).  

 

 

 

 

 

 Tabela B.32 Expressão Gênica da Enzima Lipolítica HSL. Amostras do tecido foram 

homogeneizadas em Trizol e o RNA total extraído e submetido à reação de RT-PCR. As barras expressam a 
razão entre os produtos de amplificação da HSL e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do controle. 

Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrárias (UA). Não foram 
constatadas diferenças significativas. 
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EXPRESSÃO GÊNICA Perilipina-1 (UA) n=5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB 1,00±0,35 0,90±0,28 2,07±0,35* α 2,22±0,48* 

RP 1,00±0,21 1,05±0,35 0,65±0,15 0,81±0,17 

 
 
 
 
 
 
 

EXPRESSÃO GÊNICA Aquaporina-7 (UA) n=5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB 1,00±0,45 1,32±0,46 2,08±0,29*  2,04±0,47* 

RP 1,00±0,21 1,26±0,29 0,82±0,23 0,95±0,21 

 
 
 
 
 
 
 

EXPRESSÃO GÊNICA FABP-4 (UA) n=5/grupo 

 
SC SM TC TM 

SUB 1,00±0,31 1,14±0,27 1,23±0,13  1,45±0,25 

RP 1,00±0,20 1,19±0,30 0,82±0,22 1,01±0,14 

 
 
 

 
 
 
 

Tabela B.33 Expressão Gênica da Proteína Perilipina-1. Amostras do tecido foram 

homogeneizadas em Trizol e o RNA total extraído e submetido à reação de RT-PCR. As barras expressam a 
razão entre os produtos de amplificação da Periilipina-1 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do 

controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrárias (UA). 
Diferenças significativas (α) vs. SC (*) TC e TM vs SC e SM (p<0,05). 

 

 

 

 

 

Tabela B.34 Expressão Gênica da Proteína Aquaporina-7. Amostras do tecido foram 

homogeneizadas em Trizol e o RNA total extraído e submetido à reação de RT-PCR. As barras expressam a 
razão entre os produtos de amplificação da Aquaporina-7 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do 

controle. Cada valor corresponde à média  EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrárias (UA). 
Não foram constatadas diferenças significativas.  (*) TC e TM vs SC e SM (p=0,0507). 

 

 

 

 

 

Tabela B.35 Expressão Gênica da Proteína FABP-4. Amostras do tecido foram homogeneizadas 

em Trizol e o RNA total extraído e submetido à reação de RT-PCR. As barras expressam a razão entre os 
produtos de amplificação da FABP-4 e do constitutivo Beta-2M, normalizados pela média do controle. Cada valor 

corresponde à média  EPM dos grupos. Valores expressos em unidades arbitrárias (UA). Não foram constatadas 
diferenças significativas. 

 

 

 

 

 


