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“A dúvida é o princípio da sabedoria”  

Aristóteles 
RESUMO 

Leite EA. Efeitos da suplementação de melatonina e do treinamento físico aeróbio 

na sensibilidade à insulina em ratos espontaneamente diabéticos tipo II (Goto- 



 

 

Kakizaki). 2020. 77 f. Dissertação de mestrado (Fisiologia Humana) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo. 2020. 

 

O diabetes mellitus é um distúrbio metabólico primário dos carboidratos que envolve de 

forma secundária e não menos importante lipídeos e proteínas, caracterizado por 

hiperglicemia plasmática de jejum e pós-prandial. Sabe-se que o exercício físico é um 

potente agente não farmacológico, promovendo melhora na homeostase glicêmica, 

aumentando a sensibilidade à insulina. Além disso, o aumento da glicemia está associado a 

redução dos níveis séricos de melatonina. A melatonina é o principal hormônio sintetizado 

e secretado pela glândula pineal durante e, está associada à regulação de diversos processos 

fisiológicos, dentre eles, o metabolismo energético. Neste sentido, o presente estudo tem por 

objetivo avaliar os efeitos da suplementação com 3 mg de melatonina e do treinamento físico 

aeróbio sobre a sensibilidade periférica a insulina nos animais espontaneamente diabéticos 

do tipo II (Goto Kakizaki). Para isso, os animais passaram por um protocolo de treinamento 

físico aeróbio (incremento gradativo de 50/80% do VO2máx) e receberam melatonina 

diluída na água durante doze semanas, sendo que o tratamento iniciou-se a partir da décima 

semana de vida, momento em que o quadro de diabetes já está instalado nesse modelo. No 

início  e final do protocolo experimental  foi mensurado o peso corporal e realizados  testes 

de tolerância à glicose (GTT) e à insulina (ITT).Os animais foram mantidos em biotério com 

ciclo de iluminação claro e escuro 12h/12h, receberam água e alimento ad libitum e, ao final 

do protocolo, foram eutanasiados  24 horas após a última sessão de exercício. O tecido 

muscular (sóleo, extensor digital longo), foi coletado para análise da expressão gênica 

(qPCR) e protéica (Western Blot), das vias de captação de glicose e sinalização insulínica:  

GLUT4, IR, IRS1 e 2, PI3K, AKT, GSK-3β. Pretendeu-se ainda analisar a morfologia do 

tecido muscular.  No fígado foi avaliado a via de sinalização insulínica através dos genes: 

GLUT2, IR, IRS1 e 2, PI3K e AKT, e a neoglicogênese através da PEPCK e a glicogênese 

através da GSK3B. O soro foi coletado para verificar as concentrações de insulina e 

melatonina. Os resultados indicam que o tratamento com melatonina associado com 

treinamento físico produz efeito positivo na sensibilidade a insulina e tolerância a glicose e, 

que o exercício físico e tratamento com melatonina possui aparente papel protetor no tecido 

pancreático. 

Palavras-chave: Melatonina, Exercício físico, Diabetes Mellitus, Homeostase Glicêmica. 

ABSTRACT 

Leite EA. Effects of melatonin supplementation and aerobic exercise training on 

insulin sensitivity in spontaneously diabetic type II rats (Goto-Kakizaki).2020. 77 f. 



 

 

Dissertação de mestrado (Fisiologia Humana) - Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo. 2020. 

 

Diabetes mellitus is a primary metabolic carbohydrate disorder that involves secondary 

and no less important forms of lipids and proteins, those used by fasting and postprandial 

plasma hyperglycemia. You know if exercise is a potent non-pharmacological agent in 

this pathological condition, as it improves glycemic homeostasis and increases insulin 

sensitivity. In addition, increased blood glucose is associated with a reduction in serum 

melatonin levels. Melatonin is the main hormone synthesized and secreted by the pineal 

gland in scotoperiods and is associated with changes in several physiological processes, 

including energy metabolism. In this sense, the present study aims to evaluate the 

synergistic effect of supplementation with 3 mg melatonin and aerobic physical training 

on peripheral insulin sensitivity of spontaneously diabetic type II animals (Goto 

Kakizaki). For this, the animals undergo an aerobic physical training protocol (50/80% 

increase in the VO2máx) and receive diluted melatonin in the water for twelve weeks, 

and the treatment started from the week of life, when that diabetes is already installed in 

this model. At the beginning and end of the experimental protocol, body weight and 

glucose tolerance (GTT) and insulin (ITT) tests were tested. The animals were kept in a 

vivarium with 12h / 12h light and dark lighting cycle, water and food. ad libitum and, at 

the end of the protocol, were euthanized 24 hours after the last exercise session. Muscle 

tissue (soleus, long digital extensor) was collected for analysis of gene (qPCR) and 

protein (Western Blot) expression of glucose uptake pathways and insulin signaling: 

GLUT4, IR, IRS1 and 2, PI3K, AKT, GSK-3β. It is also intended to analyze a 

morphology of muscle tissue. No liver was evaluated by insulin signaling through the 

genes: GLUT2, IR, IRS1 and 2, PI3K and AKT, and a PEPCK neoglycogenesis and a 

GSK3B glycogenesis. Serum was collected to check how to monitor insulin and 

melatonin. The results show that melatonin treatment associated with physical training 

has a positive effect on insulin sensitivity and glucose tolerance, and that exercise and 

melatonin treatment play a protective role in non-pancreatic tissue. 

 

Keywords: Melatonin, Exercise, Diabetes Mellitus, Glycemic Homeostas 
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IRS: Substrato do receptor de insulina. 
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JNK: Janus cinase. 
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NOR: Noradrenalina. 

NSQ: Núcleo supraquiasmático. 
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PH: Domínio da proteína tirosina-cinase. 

PI3K: Fosfatidilinositol 3- cinase 
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PKB: Proteína cinase B. 
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RTKs: Receptor tirosina cinase. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 BREVE HISTÓRICO 

Desde sua primeira descrição por Galeano de Pérgamo entre os séculos III e IV 

a.C, e, de acordo com a concepção cientifica e filosófica decorrente do momento histórico 

investigado, a glândula pineal recebeu diversas atribuições funcionais. Sendo até mesmo 

considerada a “sede da alma” por René Descartes. Até que, em 1958 a equipe de 

pesquisadores liderada por Aaron Lerne, conseguiu finalmente isolar o fator ativo da 

glândula pineal, uma indolamina, que devido à sua capacidade de agregar grânulos de 

melanina em melanócitos foi denominada melatonina (ARENDT, 1995; CIPOLLA-

NETO e AMARAL, 2018). Devido a sua história filogenética, ela adquiriu vários modos 

únicos de regular os efeitos fisiológicos em mamíferos. Embora a melatonina exiba 

efeitos noturnos imediatos, ela também tem efeitos tardios expressados no dia seguinte, 

que ocorrem na ausência desse hormônio (CIPOLLA-NETO e AMARAL, 2018). A 

literatura contemporânea atribui a ela participação na organização temporal de ritmos 

biológicos, atuando como mediador entre o ciclo claro/escuro ambiental e, processos 

circadianos e sazonais, incluindo a regulação endócrina do metabolismo e reprodução, 

regulação dos ciclos de atividade-repouso e sono/vigília, regulação do sistema 

imunológico, da pressão arterial, entre outros. Além disso, apresenta efeitos 

transgeracionais importantes para a programação fetal, levando a um metabolismo 

energético equilibrado na vida adulta. (CIPOLLA NETO; AFECHE, 1999; CIPOLLA-

NETO, AMARAL, 2018). 

 

1.1.2 MELATONINA E GLÂNDULA PINEAL 

Constituída por uma estrutura epitalâmica pequena e única, a glândula pineal está 

localizada dorsalmente à região caudal do diencéfalo. Derivando-se de células 

neuroectodérmicas e, semelhantemente às células da retina, desenvolve-se a partir de uma 

evaginação do terceiro ventrículo (KAPPERS et al., 1960). A pineal de roedores apresenta 

um complexo formado por três porções distintas, pineal profunda, pedúnculo pineal e 

pineal superficial, como demonstrado na figura 1 (MOLLER, 1992). 
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Figura 1 - Localização anatômica da glândula pineal de rato apresentando suas três porções 

distintas: pineal superficial, pedúnculo pineal e pineal profunda. Adaptado de Swanson, L. W. 

1998. 

 

            Predominantemente fotossensível em algumas espécies de vertebrados, como 

peixes, anfíbios, répteis e aves, a glândula pineal perde essa característica e passa a 

exercer um caráter exclusivamente neuroendócrino em mamíferos (COLLIN, 1971; 

VOLLRATH, 1981; KORF, 2000). A produção de melatonina é temporizada pelo sistema 

circadiano e sincronizada ao ciclo claro/escuro ambiental. Assim, células ganglionares 

intrinsicamente foto sensíveis recebem informações da iluminação ambiental e 

transmitem essas informações fotoperiódicas, sincronizando assim, o relógio mestre 

localizado no núcleo supraquiasmático hipotalâmico (NSQ). Este, por sua vez, temporiza 

o sistema neural responsável pela síntese de melatonina. Esse sistema é representado pelo 

núcleo paraventricular hipotalâmico (NPH) e, a partir de suas projeções neuronais, de 

forma direta e indireta, termina sobre os neurônios pré-ganglionares simpáticos da coluna 

intermédio lateral da medula espinhal (IML).  Esses neurônios, então, projetam-se sobre 

o gânglio cervical superior (GCS) dando origem a inervação simpática que caminha pelos 

nervos conários, ramos dos carotídeos internos, que atinge a glândula pineal. Esta 

inervação simpática libera noradrenalina nos interstícios da glândula, estimulando a 

síntese de melatonina, através de sua interação com os adrenoreceptores β e α 

(KAPPERS, 1960). Esse esquema está demonstrados na Figura 2. 
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Figura 2 - A síntese de melatonina é controlada por um sistema neural com origem no núcleo 

paraventricular hipotalâmico que, por sua vez, é temporizado pelo sistema de temporização circadiano, 

representado pelas projeções dos NSQs. Estes são sincronizados pela variação da luminosidade diária do 

ciclo claro-escuro ambiental captada pela retina. Esse sistema garante que a síntese da melatonina se dê 

apenas na fase escura. NSQs: núcleos supraquiasmáticos; NPV: núcleo paraventricular hipotalâmico; IML: 

coluna intermédio lateral da medula espinhal; GCS: gânglio cervical superior; P: pineal; NOR: 

noradrenalina (Adaptado de CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008). 

 

             A liberação de norepinefrina dá-se exclusivamente na fase escura da noite; 

o aminoácido triptofano é o substrato precursor da síntese de melatonina que envolve um 

conjunto de reações enzimáticas, iniciando a conversão de triptofano em 5-

hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase. O 5-HTP passa por uma 

descarboxilação que culmina na formação de serotonina (5-HT). Posteriormente, a 

serotonina sofre a ação da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AANAT) sendo 

convertida em N-acetilserotonina (NAS), o grupamento hidroxila é trocado por um metil 

pela ação da enzima acetilserotonina-oxi-metiltransferase (ASMT) antes denominada 

hidroxindol-oxi-metiltransferase (HIOMT), acarretando a formação da melatonina (N-

acetil-5-metoxitriptamina). 

 Após sua síntese, a melatonina é imediatamente liberada na corrente sanguínea, 

não sendo armazenada na glândula. A melatonina plasmática circula ligada à albumina, 

com meia vida de aproximadamente 20 minutos em ratos e 44 minutos em humanos, 

(PANG et. al., 1993). Sendo que, em uma única passagem pelo fígado, mais de 90% da 
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melatonina é metabolizada e, convertida em 6– hidroximelatonina, que após conjugação 

com sulfatos ou com glucoronídeos é eliminada na urina sob a forma de 6– 

sulfatoximelatonina (CARDINALI, VACAS, 1987; REITER, 1991; AFECHE E 

CIPOLLA-NETO, 2008) Figura 3.  

  

 

Figura 3 - Representação das enzimas envolvidos na síntese da melatonina pineal (adaptado de 

CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).  

 Muitos outros tecidos e órgãos, como por exemplo; retina, sistema gastrintestinal, 

medula óssea e pele, também possuem maquinaria para síntese dessa indolamina; 

Entretanto, a produção  de melatonina nestas células possui ação autócrina e parácrina e, 

em condições de normalidade fisiológica, não é lançada na circulação sistêmica 

(CIPOLLA-NETO, AMARAL, 2018).  

A molécula melatonina apresenta características anfifílicas, pois encontra-se em 

sua estrutura química um grupamento metóxi no carbono 5 e um grupamento acil ligado 

ao nitrogênio do grupo amina (CIPOLLA-NETO e AFECHE, 2008). E os seus carbonos 

2 e 3 do anel pirrólico possuem alta capacidade de doar elétrons, permitindo que essa 

molécula apresente uma alta capacidade anti-oxidante, sendo portanto, um dos agentes 

anti-oxidantes naturais mais importantes (TAN et al., 2002) Figura 4.  
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Devido a essa propriedade, a melatonina pode ser encontrada em todos os 

compartimentos do organismo, interagindo com moléculas intracelulares e, 

desencadeando ações não mediadas por receptores. Como também interações mediadas 

por receptores de membrana de alta afinidade, tais como: MT1 e MT2, que possuem sete 

alças transmembrânicas e atuam em associação à proteína Gi expresso (REPPERT, 1996; 

SUGDEN, 2000; BRAYDON et al, 2001; CIPOLLA-NETO, AMARAL, 2018). A 

expressão dos receptores de melatonina está difundida por todo organismo, sendo 

localizado nos tecidos periféricos e no sistema nervoso central (GILLETTE, MITCHELL, 

2002; LAITINEN, STAELS, 2003; SMIRNOV, 2001). 

 Neste sentido a melatonina participa de uma ampla variedade de processos 

fisiológicos, incluindo ritmos circadianos e sazonais, regulação neuroendócrinas e funções 

imune (LEIBOWITZ et al., 2008). Além disso, mobiliza mecanismos reparadores do DNA 

(Burkhardt et al., 2001), regulando diretamente a ação de diversas enzimas, possui também 

ação intra-mitocondrial, regulando o metabolismo oxidativo, e o transporte de elétrons 

(REITER et a.l., 2004). A melatonina também é capaz de regular o processo de apoptose 

celular (MAYO et al., 1998). Tem efeitos anti-hipertensivos (LEIBOWITZ et al., 2008), 

hipolipidômicos e anti-obesogênicos (WOLDEN-HANSON et al., 2000; RIOS-LUGO et al., 

2010; Cipolla-Neto et al., 2014). Além do mais, uma série de estudos vem demonstrando que 

a  suplementação com melatonina melhora a sensibilidade à insulina e tolerância à glicose 

em animais diabéticos (VAN-GEIJLSWIJK; KORZILIUS; SMITS, 2010; 

ANOTHAISINTAWEE et al., 2017; MCMULLAN et al., 2013; RUBIO-SASTR et al., 

2014; Cipolla-Neto et al., 2014; COSTES et al., 2015; HARDELAND, 2017). 

 

Figura 4 - Representação das características químicas da molécula de melatonina (adaptado de 

CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008) 
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1.2 DIABETES MELLITUS 

 Segundo estimativas da Federação Internacional de Diabetes, cerca de 425 

milhões de pessoas vivem com diabetes em 2018. Se as tendências atuais persistirem, 

espera-se que em 2045 este número seja superior a 629 milhões de indivíduos. 

(International Diabetes Federation (IDF), 2018). No Brasil dados do Ministério da saúde 

apontavam que no ano de 2006 a doença atingia 5,5% da população, em 2016 o número 

de pessoas com diabetes mellitus aumentou 61,8% chegando a 16 milhões de brasileiros 

e, os custos aos cofres públicos superam a marca de US$57,7 bilhões.  

Embora o cenário atual seja alarmante, a história da humanidade é permeada de 

registros sobre a doença, e a construção do conhecimento sobre a patologia é fruto do 

incessante trabalho de pesquisadores.   

Descoberto em 1873 pelo alemão Georg Erbes, o Papiro Erbes é um dos tratados 

médicos mais antigos e importantes que se conhece. Escrito no antigo Egito no reinado 

Amenophis I (1536 a.C), acredita-se que este manuscrito tenha sido confeccionado 

utilizando como referência textos ainda mais antigos, que datam de cerca 3400 a.C. Este 

é o primeiro documento referindo-se a uma doença caracterizada pela produção excessiva 

de urina (KING, RUBIN, 2003). 

No século II d.C na Grécia, Araeteus, discípulo de Hipócrates, foi o primeiro a 

utilizar o termo “diabetes” (que significa passar através de um sifão) fazendo uma 

analogia a poliúria característica da doença. William Cullen em 1769 adicionou os 

adjetivos do latim “mellitus”, que significa mel, e “insípidus”, que significa sem gosto, 

distinguindo assim duas enfermidades com características em comum, poliúria e 

polidipsia, porém de causas distintas. (KING, RUBIN, 2003; EKNOYAN, 2006) 

Em 1776, Mathew Dobson na Inglaterra, demonstrou experimentalmente a perda 

de glicose na urina de pacientes com diabetes mellitus, aquecendo a urina até sua 

evaporação e formação de resíduos de açúcar. Embora houvesse avanços no 

conhecimento sobre a patologia, pouco se podia fazer aos indivíduos acometidos com 

esta moléstia. Até que, em 1869 um estudante de medicina alemão, Paul Langerhans, 

anunciou em sua dissertação, que o pâncreas se dividia em dois sistemas celulares. Os 

ácinos, que secretavam o suco pancreático, e outro grupo de células cuja função era 

desconhecida (NETTO, 2000; KING, RUBIN, 2003). 

Em 1889, Oskar Minkowski e Joseph von Mering, na Universidade de Strasbourg, 

em experimentos com cães observaram que a retirada do pâncreas causava perda de 

glicose na urina destes animais, porém ainda faltava o elo que ligasse o pâncreas ao 
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diabetes. Foi quando em 1921, mais de 3000 anos depois dos primeiros relatos sobre a 

doença que, os pesquisadores Frederick Banting e Charles Best, no laboratório do 

professor de fisiologia John J. R. MacLeod, conseguiram finalmente encontrar uma peça 

fundamental neste enigma, isolaram a substância pancreática ativa, secretada 

endocrinamente, que regulava a homeostase glicêmica e a chamaram insulina. A 

descoberta rendeu o prêmio Nobel de Fisiologia em 1923 aos pesquisadores e 

proporcionou uma esperança no tratamento da doença (KING, RUBIN, 2003; ITR, 2006) 

A revolução tecnológica do século XX permitiu grandes avanços no entendimento 

da patologia, nos mecanismos moleculares e na capacidade de diagnóstico. Entretanto, 

mesmo assim, a humanidade vive uma grande epidemia da doença.  

Atualmente, o diabetes mellitus é compreendido por um grupo de diferentes 

desordens caracterizado por elevadas concentrações de glicose plasmática, decorrentes 

de uma deficiência relativa ou absoluta na produção de insulina ou em sua sinalização, 

ou ainda em uma sinergia dessas condições. O distúrbio metabólico primário dos 

carboidratos envolve de forma secundária e não menos importante lipídeos e proteínas, 

estando associado cronicamente a disfunções danosas em vários sistemas como: cardíaco, 

vascular, renal e nervoso (ZIMMET et al., 2001; MELO et al., 2012). 

Desse modo, a classificação da doença se distribui em quatro grandes grupos 

(quadro1) baseando-se em sua etiologia e, em fenômenos de sua causalidade (ambientais, 

biológicos e genéticos), ainda não totalmente elucidados pela ciência (SKYLER JS, et al 

2017). 

                                    Classificação etiológica de diabetes mellitus 

       
         1 

Tipo 1: deficiência de insulina por destruição autoimune das células betas 
pancreáticas. 
 

         2 Tipo 2: Resistência à insulina combinada com perda progressiva de secreção 
insulínica.  

         3 Gestacional: hiperglicemia de graus variados diagnosticada durante a 
gestação, na ausência de critérios de diabetes mellitus prévio 

         4 Outros tipos de diabetes mellitus: 
 - Monogênicos (MODY);  
 - Diabetes neonatal; 
 - Secundário a endocrinopatias; 
 - Secundário a doenças do pâncreas exócrino;  
 - Secundário a infecções;  
 - Secundário a medicamentos. 

    Quadro 1-Fonte: adaptado de American Diabetes Association - ADA; 2017. 
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           1.2.1 DIABETES MELLITUS TIPO 2 E RESISTÊNCIA À INSULINA 

O diabetes mellitus tipo 2 é uma doença complexa e multifatorial, responsável 

pela ocorrência de 90 a 95% dos casos. Entre os fatores de risco destaca-se o forte 

componente genético e histórico familiar, aliados a fatores ambientais como estilo de 

vida, componentes da síndrome metabólica e microbiota intestinal (NEWTON CA, 

RASKIN P. 2004). 

A incidência é maior em indivíduos após a quarta década de vida, embora 

atualmente ocorra um grande aumento de casos em crianças e adolescentes, devido 

principalmente a fatores crescentes na sociedade contemporânea, como: inatividade física 

e obesidade (PRASAD, GROOP, 2015). 

Em gênese o DM2 é gerado por uma falha na transdução do sinal entre a insulina 

e seu receptor, e a compreensão das bases moleculares da fisiopatologia necessita de 

entendimento de sua sinalização em células normais. 

A insulina é um hormônio polipeptídio de 5,8 KDa que desencadeia suas respostas 

através de um receptor pertencente à família de tirosina quinases (RTKs), uma 

glicoproteína heterotetramérica composta por duas subunidades α extracelulares de 

135kDa (kahn, 1985) e duas subunidades β transmembrânicas de 95kDa com atividade 

tirosina cinase (KASUGA; KARLSSON; KAHN, 1982). A ligação do hormônio ao 

receptor produz uma mudança conformacional na estrutura proteica permitindo sua 

autofosforilação e, consequentemente a fosforilação de outros substratos em resíduos de 

tirosina (ULLRICH; SCHLESSINGER, 1990; AVRUCH, 1998). Quatros destes 

substratos pertencem à família dos substratos de receptor de insulina: IRS1, IRS2, IRS3 

e IRS4. (BACKER et al., 1992).  Entretanto no que diz respeito ao controle da glicemia 

os IRS1 e IRS2 possuem papel relevantes (ARAKI et al., 1994; WITHERS et al., 1998). 

A jusante a fosforilação dos IRS, ocorre a ativação da enzima fosfatidilinositol 3-

cinase (PI3K) em seus domínios SH2, provocando a dissociação de sua subunidade 

regulatória (p85) (MYERS et al., 1992). O que permite à subunidade catalítica (p110) 

ativar a fosforilação de fosfatidilinositol 4,5-bifofosfato (PIP2) e, consequentemente, a 

formação de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) (ALESSI; DOWNES, 1998; 

SALTIEL; KAHN, 2001). A formação de PIP3 recruta duas cinases para membrana 

plasmática  via domínio PH, a  PKB também denominada AKT; uma cinase serina/ 

treonina altamente preservada de invertebrados a mamíferos que possui três isoformas 

AKT1, AKT2 e AKT3 e, a proteína cinase 1 dependente de fosfoinositídio (PDK1) que  
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consequentemente fosforíla a AKT em treonina 308 (SCHINNER et al., 2005; 

TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006). 

 O sinal insulina/IR/PI3K/AKT coordena uma série de respostas celulares tecido 

dependentes, que participam do fluxo metabólico em direção ao anabolismo, dentre os 

vários mecanismos de ação destaca-se a atuação na homeostase glicídica (CARVALHO 

et al., 1996; PRADA et al., 2005; SONG et al., 1999) (Figura 5). Nos hepatócitos ela inibe 

gliconeogênese controlando a expressão de enzimas chaves nesta rota metabólica como: 

PEPCK e G6F; favorece a glicogênese fosforilando a GSK3β que, uma vez ativada deixa 

de inibir a glicogênio sintase incentivando a síntese de glicogênio hepático. (FRAME; 

COHEN, 2001; FRAYN, 2002). 

 Nos adipócitos e miócitos ela ativa a proteína TBC1D4, antes denominada 

AS160, que inicia uma série de mecanismos relacionados a translocação e inserção de 

transportadores de glicose GLUT4 à membrana celular, alterando sua permeabilidade, e 

aumentando a dinâmica de fluxo da glicose. Também desencadeia processos lipogênicos 

no tecido adiposo e de síntese e preservação de glicogênio muscular via 

GSK3β/glicogênio sintase (NEWSHOLME; DIMITRIADIS, 2001; BOGAN, 2012). 

 

Figura 5 -Representação parcial da via de sinalização insulínica. 

 

Como demonstrado acima, os eventos intracelulares que ocorrem após o 

acoplamento ligante/receptor são extremamente específicos e, é extremamente necessário 

para a homeostasia o balanço entre a fosforilação e desfosforilação de proteínas que 
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regulam processos biológicos iniciados por efetores extracelulares como: hormônios, 

citocinas, neurotransmissores e outros (HARRISON S et al.; 1999).  

Componentes da síndrome metabólica são considerados uns dos principais fatores 

que desencadeiam processos inflamatórios altamente relacionados a diminuição da 

sinalização insulínica. A ativação TLR-4 (toll like receptors 4)  por ácidos graxos livres 

(AGL), lipopolissacarídeos (LPS ) e, de  receptores de citocinas por algumas 

adiponectinas como TNF-α, ativam mecanismos via JNK - IkK - IkKβ e fator de 

transcrição kB (NF-kB)  aumentando a expressão gênica de citocinas inflamatória 

tornando esse um  fenômeno de retroalimentação positiva,  culminando   com a 

fosforilação do IR e seus substratos 1-2 em serina, o que  diminui a resposta intracelular 

a insulina (ZICK, 2004; BOURA-HALFON; ZICK, 2009).Outro mecanismo de destaque 

é a hiperatividade de proteínas tirosinas fosfatases (PTPs) importantes reguladoras de 

eventos de sinalização celular dependente de fosforilação em tirosina, sendo a PTP1B a 

principal fosfatase envolvida no sinal da insulina (ELCHEBLY, M. et al.; 1999; 

HIRATA, A.E. et al.;2003). 

Entretanto, é importante ressaltar que existem outros mecanismos que podem 

colaborar para uma depressão nas respostas metabólicas iniciadas pela insulina e, uma 

convergência desses fatores podem contribuir para o quadro fisiopatológico de resistência 

à insulina. O fato é, a tolerância à glicose diminuída gera uma hiper resposta secretória 

pelo tecido pancreático, que a priori mantem os níveis glicêmicos, porém o avanço e 

progressão do quadro gera um ciclo vicioso, levando a falência das células beta e, 

promove a inabilidade da homeostase glicêmica e instalando-se o DM2 

(WAJCHENBERG, 1992; DEMIDOVA, AMETOV, TITOVA, 2006; PRASAD, 

GROOP, 2015).  

 

1.2.2 OUTRAS FORMAS DE DIABETES MELLITUS  

As outras formas de diabetes mellitus representam cerca de 10% dos casos 

diagnosticados, estão inclusos nesta categoria o  diabetes mellitus tipo 1 caracterizado 

pela destruição progressiva das células betas pancreáticas, ocasionando deficiência 

absoluta na síntese e secreção de insulina, o diabetes gestacional, Maturity-Onset 

Diabetes of the Young (MODY) uma forma monogénica da doença de origem 

autossômica dominante, algumas doenças endócrinas e neoplasias pancreáticas 

(GARDNER; TAI, 2012) 
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           1.2.3 DIABETES MELLITUS E MELATONINA 

A melatonina possui papel importante na regulação do metabolismo energético. 

Devido a seus efeitos cronobióticos, ela distribui adequadamente várias funções 

metabólicas, alocando a gliconeogênese hepática a períodos de repouso e, a secreção e 

sensibilidade à insulina a períodos de atividade, independentemente da espécie estudada. 

Vários trabalhos com roedores, demonstraram que ela é fundamental para adaptações 

metabolicamente estressantes como, exercício e jejum, assim como uma regulação 

normal do fluxo energético (CIPOLLA-NETO et al., 2014; LIMA et al., 1998; 

PICINATO et al., 2002a; ALONSO-VALE et al., 2004; BORGES-SILVA et al., 2005a e 

b, 2007) 

A hiperglicemia periférica diminui drasticamente a síntese e secreção de 

melatonina pineal, tanto em animais diabéticos tipo I, (Amaral et al 2014), quanto no 

modelo experimental de diabetes tipo II do rato Goto Kakizaki (FRESE et al., 2009). 

Sendo assim, essa diminuição na produção de melatonina no diabetes, resulta, como 

consequência, num agravamento do quadro fisiopatológico. Além disso, o polimorfismo 

genético dos receptores de melatonina, está associado a um risco aumentado de 

desenvolver diabetes tipo 2. Foi relatado que variantes genéticas do MNTR1B, que 

codificam o receptor MT2, estão ligadas ao risco aumentado da doença (FORRESTEL et 

al., 2017).  

Os trabalhos de Nogueira et al. (2011), determinaram que a remoção cirúrgica da 

pineal, alterou o ritmo endógeno da fosforilação proteína-treonina quinase (Akt), um 

marcador da atividade do receptor de insulina, e interrompeu a resposta hepática e 

muscular à insulina.  

O tratamento terapêutico com melatonina tem demostrado uma melhora neste 

cenário. Assim Montilla et al. (1998), Kanter et al (2006) em modelo diabético tipo I 

induzido por estreptozotocina, e Nishida et al (2002) em animais diabéticos tipo II, 

relatam em seus trabalhos uma melhora na hiperglicemia, hiperlipidemia e 

hiperinsulinemia, após a administração do hormônio. Além disso, Ramos-Lobo et al., 

2015, mostraram que animais diabéticos tipo I induzidos por estreptozotocina, recompõe 

a ritmicidade circadiana, aumentado a sensibilidade à insulina e tolerância à glicose após 

tratamento com melatonina. Semelhante à metformina, o hormônio pineal, pode aumentar 

a atividade da AMPK e, regular potencialmente a sensibilidade à insulina no fígado e 

músculo esquelético (RUI et al., 2016; FORRESTEL et al., 2017).  



26 
 

 

Notavelmente, a administração in vitro de melatonina protege as células beta dos 

efeitos deletérios da toxicidade da glicose, melhorando a sobrevivência das células beta 

e reduzindo as respostas ao estresse oxidativo nas células beta de roedores INS-1 832/13 

e nas ilhotas humanas isoladas de indivíduos com diabetes tipo 2(PARK et al., 2014). O 

tratamento crônico com melatonina também foi capaz de restaurar parcialmente a massa 

de células beta em um modelo de ratos com diabetes induzido por estreptozotocina 

(KANTER et al., 2006). 

Em conjunto, esses estudos dão base a afirmação, de que, reduções na secreção de 

melatonina, promovem resistência à insulina e hiperglicemia, e que, essas condições 

podem ser corrigidas com a administração exógena de melatonina. 

 

1.2.4 DIABETES MELLITUS E EXERCÍCIO FÍSICO 

O músculo esquelético corresponde a 40% da massa corporal absoluta (SMITH 

AG, MUSCAT GE, 2005). Ele é responsável por cerca de 30% do consumo energético e, 

em condições fisiológicas representa 75% do clareamento da glicose no sangue 

(NUUTILA P, KOIVISTO VA et al 1992, KOISTINEN; ZIERATH, 2002, ZIERATH et 

al., 2000) A mais de um século, sabe- se que os processos de contração muscular, 

desencadeados pelo exercício físico, seja aeróbio ou anaeróbio, promove melhoras na 

homeostase glicêmica (CHAUVEAU A, KAUFAMANN M, 1987) Neste sentido, o 

exercício físico é uma das principais modalidades terapêuticas para o diabetes tipo II. 

Lamentavelmente, e, com demasiada frequência, é um tratamento subutilizado. As 

modificações favoráveis na tolerância à glicose e na sensibilidade à insulina em geral se 

perdem com 24h após a última sessão de exercícios; consequentemente, o treinamento 

regular é imperativo, para preservar os efeitos de redução da glicemia, e, promover uma 

melhor sensibilidade à insulina. (MCARDLE et al, 2015).  

Estudos em roedores e humanos evidenciaram que, atividade aeróbia a 75% do 

VO2 máximo foi capaz de aumentar a fosforilação em tirosina do IRS1 e IRS2 e, a 

associação dessas proteínas com PI3K no músculo gastrocnêmio após o estímulo com 

insulina (Da Luz G et al.,2011). Além disso, outros trabalhos observaram uma maior 

fosforilação em serina da AKT, proteína fundamental para promover a translocação do 

GLUT4 para a membrana citoplasmática (WOJTASZEWSKI; RICHTER, 2006).  

Além dos efeitos desencadeados na musculatura esquelética, o exercício físico 

promove adaptações favoráveis ao metabolismo da glicose em vários outros tecidos, 

como: fígado, tecido adiposo e pâncreas. Recentemente e, de forma elegante,  Ana B.A. 



27 
 

 

Wagner et al, (2019) e Joji Kusuyama et al, (2019), mostraram em seus trabalhos que, o 

treinamento físico em ratas prenhas, evoca adaptações epigenéticas, preservando a 

sensibilidade a insulina quando  a prole era submetidas a dieta hiperlipídica. 

Vários mecanismos moleculares então envolvidos na resposta do exercício físico 

ao metabolismo energético e sensibilidade à insulina, alguns permanecem subjacentes, 

outros, como a ativação de um importante sensor energético intracelular, a proteína 

quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK), é melhor elucidado pela luz da 

ciência. A AMPK, uma proteína heterotrimérica que contém uma subunidade catalítica α 

e duas subunidades regulatórias ß e γ é ativada pelo processo de contração muscular 

(HARDIE, 2003) Os efeitos da ativação da AMPK são observados  nos principais tecidos 

metabolicamente relevantes, como fígado, músculo esquelético, adiposo.(BEI B.ZHANG 

et al.,2009). Ela regula negativamente processos de biossíntese que consomem ATP, 

incluindo gliconeogênese, síntese de lipídios e proteínas. 

 A fosforilação desta molécula ativa vias celulares que, promovem o transporte de 

proteínas GLUT4 para superfície da membrana celular, no musculo esquelético e tecido 

adiposo (PAULI et al,.2007). Além disso, a ativação da AMPK inibe a atividade acetil-

Coa carboxilase (ACC) que está envolvida em eventos metabólicos determinantes para o 

controle da produção hepática de glicose e, metabolismo do glicogênio no músculo e 

fígado (BARNES; ZIERATH, 2005; SHAW et al, 2005). 

A resistência à insulina, por muitas vezes, está associada à disfunção mitocondrial 

muscular em indivíduos diabéticos tipo 2 (KELLEY et al., 2002). Neste sentido, um 

importante alvo da AMPK, é a modulação de uma molécula da família da sirtuínas, a 

SIRT1. A SIRT 1 está envolvida em mecanismos pós-transcricionais de deacetilação, 

importantes para o balanço glicêmico e biogênese mitocôndrial via PGC1-α 

(JORGENSEN S.B; RICHTER E.A; WOJTASZEWSKI J.F, 2006).  

 Outro possível alvo terapêutico da atividade física via AMPK é o tecido 

pancreático. A morfologia das células β pancreáticas, em ratos pré-diabéticos, era quase 

normal nos animais exercitados ou tratados com AICAR por oito semanas, indicando que, 

a ativação crônica da AMPK in vivo pode preservar a função das células β. (RASMUS 

POLD et al., 2005) 

A inflamação crônica, oriunda do excesso de adiposidade, exerce papel de 

destaque na resistência insulínica, os mecanismos moleculares envolvidos apontam para 

alterações nas etapas iniciais da via de sinalização, que, envolvem à fosforilação de seu 

receptor e substratos em serina (DANDONA P et al, 2004) 
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 Evidências cientificas vem demostrando que o treinamento físico promove uma 

diminuição deste processo inflamatório (PETERSEN AM, PEDERSEN BK, 2005). As 

proteínas intracelulares JNK, IkK, IkK-β e, fator de transcrição NF-kB então no centro 

da resposta celular ao estresse inflamatório (HOTAMISLIGIL GS et al., 1996) Após ser 

ativada a IkK pode diretamente fosforilar IRS-1 em resíduos de serina, atenuando a 

atividade de tirosinas (DEFRONZO RA, TRIPATHY D, 2009). A fosforilação de IkkB, 

forma  cadeias de poliubiquitinas que, então, induziem sua degradação proteassomal, 

liberando assim, a migração do fator de transcrição kB (NF-kB) ao  núcleo celular que, 

se liga ao DNA e induz a transcrição gênica de mediadores inflamatórios como TNFα 

(fator de necrose tumoral alfa) e IL-6 (interleucina 6) (BARMA P, et al 2009). Em animais 

obesos alimentados por dieta hiperlipídica, uma sessão aguda de natação diminuiu a 

fosforilação da JNK, bloqueou a via IκK/NFκB, reduzindo a fosforilação do IRS-1 em 

serina (ROPELLE E.R et al, 2007). 

Neste sentido, a ativação de diversos mecanismos fisiológicos produzidos pelo 

exercício físico, culmina em um espectro de efeitos metabólicos benéficos, com o 

potencial de melhorar os mais variados distúrbios associados ao diabetes mellitus tipo 2. 
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2   JUSTIFICATIVA 

O animal Goto Kakizaki (GK) é considerado um modelo experimental para o 

estudo do diabetes tipo II, desenvolvidos a partir do cruzamento de animais Wistar que 

apresentavam intolerância à glicose. Os ratos Goto Kakizaki apresentam hiperglicemia 

de jejum acima de 126 mg/dl a partir da 10° semana de vida, como também níveis séricos 

elevados para triglicerídeos e colesterol e resistência à insulina (GOTO; KAKIZAKI; 

MASAKI, 1975, 1976). Outro aspecto importante é que a hiperglicemia periférica 

diminui drasticamente a síntese e secreção de melatonina pineal nesses animas (FRESE, 

et al., 2009). 

Sabe-se da importância funcional da melatonina pineal e o metabolismo 

energético. Zanquetta et al. (2003) mostraram que, animais pinealectomizados 

desenvolveram resistência à insulina e diminuição na expressão gênica e proteica de 

GLUT4, no entanto, a reposição diária noturna de melatonina nesses animais provocou a 

reversão completa do quadro induzido pela pinealectomia. Os trabalhos de Anhê et al., 

(2004) e Picinato et al., (2008) evidenciaram que a melatonina melhora diretamente toda 

cascata de sinalização entre a ativação do receptor de insulina, fosforilação do IRS-1 

associações IRS-1/PI3 quinase e IRS-1/SHP-2, além de fosforilação da AKT. 

Além disso, no que tange a homeostasia glicídica o treinamento físico é 

considerado uma terapia não farmacológica no tratamento do diabetes tipo 2. Os efeitos 

agudos e crônicos do exercício físico sobre o metabolismo dos carboidratos proporcionam 

as razões fisiológicas pelas quais uma relação entre a atividade física e a tolerância à 

glicose é biologicamente plausível (MCARDLE et al, 2015). 

Portanto, considerando que a hiperglicemia proporciona uma queda na síntese e 

secreção da melatonina pineal e, tal hormônio está diretamente ligado ao metabolismo 

energético e sensibilidade à insulina e, que o exercício físico é uma potente terapia não 

farmacológica em distúrbios metabólicos, a proposta do presente estudo é avaliar o efeito 

sinérgico da suplementação com melatonina e as respostas adaptativas do treinamento 

físico aeróbio na sensibilidade à insulina em animais Goto Kakizaki, espontaneamente 

diabéticos tipo II. 
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3 OBJETIVOS  

O presente estudo tem por objetivo, avaliar se a suplementação com melatonina e 

o treinamento físico aeróbio por 12 semanas é capaz de melhorar a homeostasia glicêmica 

em animais espontaneamente diabéticos do tipo II (Goto Kakizaki).  

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Avaliar as alterações do quadro metabólico e da sensibilidade à insulina de 

animais do modelo de diabetes tipo II (Goto kakizaki) através: 

- da avaliação do perfil lipídico e da homeostase glicêmica; 

- da avaliação do conteúdo de glicogênio muscular e hepático; 

- da avaliação da morfologia muscular; 

- da avaliação de genes e proteínas envolvidas na capitação de glicose durante o 

exercício e da sinalização de insulina na musculatura esquelética (sóleo e extensor digital 

longo, EDL); 

- da avaliação das principais proteínas envolvidas na neoglicogênese e glicogênese 

hepática; 

- da avaliação da produção de melatonina e insulina. 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 ANIMAIS 

Foram utilizados 60 ratos da linhagem Goto Kakizaki com aproximadamente 3 

meses de idade e média de 300g de peso corporal. Os animais foram mantidos no biotério 

com ciclo claro-escuro de 12h/12h e temperatura controlada de 21 ± 2 °C, recebendo água 

e comida ad libitum. Todos os procedimentos estão de acordo com os Princípios Éticos 

de Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 

(CEEA) do ICB.  

 

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL 

Os animais foram divididos em quatro grupos: Goto Kakizaki sedentários; Goto 

Kakizaki sedentários e tratados com melatonina; Goto Kakizaki treinados; Goto Kakizaki 

treinados e tratados com melatonina.  Os animais tratados com melatonina receberam 3 
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mg/kg corporal durante 3 meses, somente durante a escotofase.  Este desenho 

experimental está representado na figura 6. 

 

4.3 SUPLEMENTAÇÃO COM MELATONINA  

Os grupos GK sedentário+Mel e GK+T+Mel receberam melatonina na água de 

beber por 12 semanas. A melatonina (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) foi 

preparada diariamente dissolvendo 0,25g de melatonina em 1mL de etanol (100%, v/v) 

e, diluição adicional desse volume em 249mL de água destilada. Baseado na ingestão 

hídrica e peso corporal de cada animal, a concentração final de melatonina (1mg/Kg de 

animal) foi diariamente adicionada na água de beber e oferecida apenas durante 12 horas 

da fase escura do ciclo claro-escuro, de acordo com os grupos aos quais os animais 

pertencem. No início do período de 12 horas de claro as garrafas de água foram 

substituídas por novas garrafas com água livre de melatonina. Os animais pertencentes 

aos grupos supracitados receberam 3mg de melatonina/Kg de animal, ao longo de 12 

semanas. 
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ESQUEMA DO DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 

 

  

Figura 6 – Esquema representativo do desenho experimental.  
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4.4 PROTOCOLO DO TREINAMENTO FÍSICO 

O treinamento físico dos animais teve duração de 12 semanas, 5 vezes por semana, 

e foi realizado em esteira ergométrica programável, adaptada para treinar 12 ratos 

simultaneamente. O protocolo utilizado foi adaptado de (MENDES et al, 2013).  

Antes de começar o período de treinamento, os ratos dos grupos treinados foram 

adaptados à esteira durante uma semana, 10 minutos por dia, em velocidade baixa (0,5 

km/h). A periodização do treinamento contou com aumentos graduais de intensidade de 

esforço e volume, definidos por: velocidade e tempo de exercício, conforme indicado na 

figura 7. O protocolo não incluiu alterações na inclinação da esteira. A intensidade de 

treinamento ocorreu aproximadamente entre 50-80% do limiar anaeróbio, como 

demonstrado na figura 7.   

Para que não ocorressem alterações no horário do pico noturno da secreção de 

melatonina, atraso ou adiantamento de fase devido ao exercício, (BUXTON; HERMITE-

BALERIAUX; HIRSCHFELD, 1997) os animais foram treinados em horários aleatórios, 

sempre no período de escuro do ciclo de iluminação ambiental, por ser o período 

circadiano de atividade dessa espécie.  

PROTOCOLO DO TREINAMENTO FÍSICO 

 

Semanas Adp      1      2       3       4      5      6      7      8       9      10      11     12 

Velocidade (Km/h)              0,5   0,6     0,6   0,7   0,8   0,9    1      1     1,1    1,2      1,3    1,3 

Tempo (min)  10        10    15     20    20    30    30     35    35     40      40    40      40 

Figura 7-Fonte: Adaptado de Mendes et al. (2013) 

 

4.5 TESTE DO ESFORÇO MÁXIMO 

A eficiência do protocolo de treinamento físico foi avaliada por meio do teste de 

esforço máximo realizado no início e no fim do protocolo. O teste consistiu em exercício 

escalonado na esteira com acréscimos da velocidade em 5 m/min por 3 minutos, sendo 

esta carga incrementada em 5 m/min a cada 3 minutos até que o animal atingisse a 

exaustão (BROOKS; WHITE, 1987).   

 

 

4.6 TESTE DO LACTATO 
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Para a determinação do limiar de lactato, os animais foram submetidos a um teste 

escalonado em esteira rolante com incremento da velocidade até a exaustão. 

Concomitantemente, foi realizada a coleta de sangue da cauda do animal e analisadas 

amostras de plasma por método enzimático (Labtest Diagnóstica S.A, Lagoa Santa MG 

Brasil.), conforme o esquema respresentado na figura 8.  

 

Figura 8-Fonte: Teixeira, 2000 

 

1. corte da cauda.  

2. deambulação por 10 minutos para circulação e remoção do lactato produzido 

devido ao estresse do corte da cauda.  

3. repouso de 10 minutos e coleta de sangue ao final deste período para 

determinação da concentração de lactato em repouso.  

4. teste de velocidade progressiva até a exaustão: protocolo escalonado com 

incrementos de 5 m/min a cada 3 minutos (velocidade inicial 5 m/min). A coleta do 

sangue foi realizada aos 20 segundos finais de cada carga até a exaustão do animal. 

(TEIXEIRA, 2010). 

Após o protocolo de treinamento e suplementação, como já mencionado, os 

animais foram eutanasiados 24h após a última sessão de exercício conforme a Figura 9 e 

Figura 10. 
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REPRESENTAÇÃO CIRCADIANA DOS ZTS 

 

 

Figura 9-Representação do Zeitgeber Times (ZTs) ao longo das 24 horas e sus relação com a fase 

luminosa.  

 

REPRESENTAÇÃO DOS ZTS DO DESENHO EXPERIMENTAL 

 

  

      Figura 10-Representação do Zeitgeber Times (ZTs) do protocolo experimental.  
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A última sessão de exercício físico ocorreu no ZT13 com os animais alimentados. 

Após 24h da última sessão de treinamento eles foram eutanasiados no ZT14. Os tecidos 

coletados foram armazenados em freezer -80ºC para serem posteriormente submetidos à 

análise experimental.  

Foram realizados os testes de tolerância à glicose e à insulina (GTT, ITT). Foi 

também avaliada a sensibilidade à insulina 24 horas após a última sessão de treinamento 

físico por meio do estudo dos principais genes envolvidos na sinalização do receptor de 

insulina na musculatura esquelética (sóleo e extensor digital longo), sendo elas o GLUT4, 

IR, IRS-1 e 2, PI3K, AKT, GSK-3β, assim como da AMPK. A sinalização da insulina no 

fígado também foi avaliada através dos genes GLUT2, IR, IRS-1 e 2, PI3K e AKT, e a 

sua capacidade neoglicogenética foi avaliada através da PEPCK e FOXO1, a glicogênese 

através da GSK3B. Por fim, foi realizada a histologia do tecido pancreático para análise 

morfológica. 

 

4.7 ANÁLISE MORFOMÉTRICA  

Tanto consumo alimentar como peso corporal, em gramas, de todos os animais 

foram avaliados semanalmente durante todo o período experimental. 

 

4.8 TESTE DE TOLERÂNCIA À GLICOSE (GTT) 

O teste de tolerância à glicose foi realizado no ZT10, sendo esse o melhor período 

para o teste de acordo com informações prévias deste grupo de pesquisa. Uma primeira 

coleta de sangue foi feita por meio de um corte na extremidade da cauda de cada animal 

(tempo 0) e, na sequência, foi injetada intraperitoneal uma solução de glicose na 

proporção de 2 g/kg de peso corporal. As amostras de sangue foram coletadas nos tempos 

de 5, 10, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos após a injeção.  

O procedimento para aferição da glicemia consistiu em obter uma gota de sangue 

da ponta da cauda dos animais, e colocá-la na tira reagente (Optium Blood Glucose Test 

Strips, Medisense®, United Kingdom) conectada ao glicosímetro Optium Xceed® 

(Medisense®, United Kingdom) que afere a glicemia após 5 segundos. Para análise 

matemática desse parâmetro foi utilizado a área sob a curva (AUC). 

 

 

 

 4.9 TESTE DE TOLERÂNCIA À INSULINA (ITT) 
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O teste de tolerância à insulina foi realizado no ZT10 com os animais em privação 

alimentar de 4 horas. A primeira coleta (tempo 0) de sangue caudal para aferição da 

glicemia, conforme descrita acima, foi realizada antes da injeção intraperitoneal de 

insulina (0.5 UI/Kg) e coletas subsequentes foram realizadas nos tempos 5, 10, 15, 20 e 

25 minutos. Para análise matemática desse parâmetro foi utilizado a constante de 

decaimento à partir do tempo 5 (kITT). 

 

5. DOSAGENS SÉRICAS HORMONAIS E METÁBOLICAS  

As amostras de sangue (soro e plasma) dos animais foram coletadas para dosagem 

de insulina, melatonina e perfil lipídico. 

           Nos dias correspondentes à eutanásia, o sangue foi coletado da veia cava inferior, 

após 10 horas de jejum, em tubos de vácuo sem e com anticoagulante (EDTA) (BD 

Vacutainer®, BD Franklin Lakes, NJ, USA). Em seguida, o sangue foi centrifugado por 

15 minutos a 2000 rpm em temperatura ambiente para obtenção do soro/plasma.  

 Além disso, uma pequena fração do soro ou plasma foi coletado e destinado para 

medidas do perfil lipídico: 1) colesterol total (colesterol liquiform, Labtest Diagnóstica 

S.A, Lagoa Santa, MG, Brasil), 2) HDL (colesterol HDL,  Labtest Diagnóstica S.A, Lagoa 

Santa, MG, Brasil) e 3) Triglicérides (triglicérides liquiform, Labtest Diagnóstica S.A, 

Lagoa Santa, MG, Brasil) por meio de kits, conforme especificações do fabricante. Com 

base nos resultados de colesterol total, HDL e triglicérides, foi calculado a fração de 

colesterol LDL por meio da fórmula de Friedewald onde: LDL = colesterol total – 

colesterol HDL – (triglicérides/5). 

 

5.1 VIA DE SINALIZAÇÃO INSULÍNICA ESTIMULADA 

Conforme descrito por Zanuto et. al (2013), a via insulínica estimulada foi 

realizada nos animais anestesiados após uma injeção intraperitoneal com cloridrato de 

xilazina (Dorcipec, Vallée Produtos Veterinários, Brasil – 40mg/Kg i.p.) e cloridrato de 

quetamina (Dopalen, Divisão Vetbrands Saúde Animal, Brasil – 40mg/Kg i.p.).  A 

cavidade abdominal foi aberta e o fígado, sóleo, EDL e tecido adiposo branco 

periepididimal foram coletados, marcando assim o tempo 0. Com os tecidos coletados e 

a cavidade abdominal aberta, a veia porta hepática foi exposta, recebendo uma injeção de 

insulina regular (2 UI/Kg) diluída em uma solução de salina (NaCl 0,9%).  Após 30 

segundos da aplicação da insulina para o fígado, 120 segundos para o sóleo, 150 segundos 
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para o EDL e 180 segundos para o tecido adiposo periepididimal os tecidos foram 

novamente coletados, sendo este o tempo após estímulo com a insulina. 

 

5.2 CONTEÚDO DE GLICOGÊNIO HEPÁTICO E MUSCULAR 

Para o ensaio de extração de glicogênio hepático e muscular foi utilizado o método 

colorimétrico conforme segue. Para homogeneização, tanto de músculo sóleo e EDL 

como de fígado, pesou-se 100 mg de tecido o qual foi transferido para um tubo falcon de 

15ml contendo 1ml de KOH 30%. As amostras foram mantidas por 60 minutos em água 

fervente, ao final de 60 minutos os tubos foram ligeiramente agitados.  

Em seguida, foi adicionado 100µl de Na2SO4 em solução saturada e agitado no 

vórtex por 10 segundos. Então foi adicionado 3,5ml de etanol 70% e deixado em água 

fervente por 15 minutos, ao final o conteúdo foi novamente agitado no vórtex por 10 

segundos e centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm em temperatura ambiente. Por fim, 

foi separado, o sobrenadante, e repetida a lavagem com etanol, a fervura por 15 minutos 

com agitação no vórtex, a centrifugação conforme parâmetros supracitados e a retirada 

do sobrenadante. O conteúdo final foi ressuspendido em 1ml de água destilada levemente 

aquecida. 

Após a extração de glicogênio dos tecidos de interesse, foram pipetados 50 µl de 

H2O em 200µl de Antrona 2% diluída em ácido sulfúrico absoluto, para correção pelo 

branco. Em seguida, foi pipetada a curva padrão de glicose, em duplicata, nas 

concentrações de 0.06; 1.1; 2.2; 3.3; 4.4 mmol/L (50 µl do padrão e 200 µl de Antrona). 

Por fim, foram pipetadas 50µl de cada amostra em 200µl de Antrona e mensuradas em 

espectrofotômetro no filtro de 650nm. O resultado final foi apresentado em mg/g de 

tecido após submeter os valores colorimétricos ao seguinte cálculo:  

__1__ x __{A(mL)+ H2O(mL)}_ x _Σ {P(ug/ml)_ x _(Abs BRANCO )__  x  _100_ x 10 

MT (mg)  A (mL)    Σ Abs P – branco        1000 

 

5.3 ANÁLISE PROTEICA - IMUNOBLOTTING 

Após a coleta, os tecidos foram homogenizados em tampão RIPA (Sigma) 

enriquecido com coquetel de inibidores de proteases e fosfatases (1:100, Sigma). As 

amostras foram centrifugadas por 20 minutos à 14.000 rpm, o sobrenadante foi separado 

e o conteúdo proteico foi dosado usando-se uma solução para ensaio colorimétrico (Pierce 

BCA Protein Assay, Thermo Scientific). Após quantificação, 30g de proteínas foram 
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submetidas à eletroforese em gel de acrilamida (12% SDS-PAGE) e, em seguida, foram 

eletro-transferidas para membranas de nitrocelulose.  

Após a transferência e os ciclos de lavagens, foi feito o bloqueio durante a noite 

em solução TBS-T com 5% de BSA sob agitação constante a 40C. Posteriormente, seguiu-

se com 3 lavagens seriadas de 10 minutos cada e então, as membranas foram incubadas 

overnight à 4°C sob agitação constante com os anticorpos primários de interesse em 3% 

de BSA diluído em TBS-T (25 mM de Tris, 125 mM de NaCl e 0,1% de Tween 20). Após 

3 ciclos de lavagens de 10 min cada, as membranas foram incubadas com o anticorpo 

secundário IRDye 800CW ou IRDye 680CW determinado pelo anticorpo primário 

(1:10,000, Li-COR) durante 60 minutos, diluído em TBS-T. Após 3 ciclos de lavagens 

de 10 min as proteínas foram visualizadas e analisadas utilizando o sistema Odyssey (Li-

COR). As expressões proteicas foram normalizadas de acordo com a proteína constituída 

escolhida e testada para cada tecido. 

 

5.4 EXTRAÇÃO DE RNA  

As amostras foram imediatamente colocadas no reagente Trizol® (1000 μL, 

Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para extração do RNA total de acordo com as 

especificações do fabricante. Resumidamente, as amostras foram homogeneizadas no 

reagente com auxílio do Politron, até completa solubilização. Em seguida a mistura foi 

incubada por 5 minutos à temperatura ambiente e acrescida de 200 μL de clorofórmio 

(Merck, Whitehouse Station, NJ, EUA) para desproteinização. O sobrenadante foi 

separado por centrifugação (Eppendorf 5804R Centrifuge, Hamburg, Alemanha), 12.000 

g, 15 minutos, à 4 ºC e o RNA contido na fase aquosa foi transferido para outro tubo e 

precipitado com 500 μL de isopropanol (Merck, Whitehouse Station, NJ, EUA).  

Em seguida as amostras foram centrifugadas (12.000 g, 10 minutos, 4 ˚C) para 

formação do precipitado e o sobrenadante foi descartado. O RNA total precipitado foi 

lavado com etanol (Merck, Whitehouse Station, NJ, EUA) 75% e ressuspendido em H2O 

deionizada previamente tratada com DEPC. Os volumes de H2O utilizados variaram de 

acordo com o tecido. 

Antes de sua utilização, uma amostra de cada extração foi quantificada e 

analisada, quanto à pureza e integridade, por espectrofotometria utilizando o aparelho 

NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) que analisa 1 μL da 

amostra nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm e determina a sua concentração em 

ng/μL, além da razão 260/280 que é um indicativo da qualidade do RNA extraído. 
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Amostras com razão 260/280 entre 1,80 e 2,00 foram utilizadas nos procedimentos 

subsequentes.  

 

5.5 OBTENÇÃO DE cDNA  

Amostras de 1 µg de RNA total tratado com DNase foram submetidas à reação de 

transcrição reversa com primers randômicos. Para isto foi adicionado a cada amostra: 

tampão da enzima (50 mM de Tris-HCl pH 8,3, 75 mM de KCl, 3 mM de MgCl2), DTT 

(10 mM), mistura de dNTPs (10 mM cada), primers randômicos (150 ng), inibidor de 

RNAse (40U) e a enzima SuperScript III (200U; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), em 

volume final de 20 µl. As reações foram incubadas no termociclador MyGene™ Series 

Gradient (LongGene®, China) por 5 minutos à 65 ˚C, seguida de 10 minutos à 25 ˚C, 

com aquecimento para 42 ºC por 75 minutos e 70 ºC por 15 minutos para desnaturação 

da enzima. As amostras de cDNA foram armazenadas à -20 ºC. 

 

5.6 ANÁLISE QUANTITATIVA DA EXPRESSÃO GÊNICA POR 

REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM TEMPO REAL   

As amostras foram descongeladas em gelo e diluídas dez vezes em água Ultra-

Pure™ Distilled Water (Gibco, EUA) para que chegassem à concentração de 5 ng/μL de 

cDNA. Para a preparação das placas que foram utilizadas na corrida de PCR em tempo 

real foram pipetados em cada poço 0,96 μL de amostra e também 5,04 μl do mix, 

composto por: 3 μl de Power SYBR® Green (Applied Biosystems, Foster City, 

California, EUA), 1,56 μl de água Ultra-Pure, 0,24μl de cada primer (sense e antisense) 

com concentração de 10 µM, por cada gene investigado (volume final por poço de 6 μl).  

O equipamento utilizado foi o QuantStudio 6 (Applied Biosystem, EUA) e os 

resultados obtidos das amostras após a reação de polimerase em cadeia em tempo real 

foram normalizados pela média entre três ou cinco genes constitutivos.  

 

6. PREPARO DO TECIDO PANCREÁTICO 

As amostras de tecido pancreático utilizadas para processamento histológico 

foram emblocadas em parafina ou congeladas em (N2) líquido, e armazenados até seu 

processamento. 

Para a obtenção de cortes, o tecido pancreático foi submetido à inclusão em 

parafina, foi realizada a microtomia em microtómo de parafina (Micrótomo Spencer 820, 

American Optical Corporation, Buffalo, NY, EUA), com a posterior coleta de cortes com 
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20 μm de espessura em lâminas silanizadas (10 séries/amostra). As lâminas foram 

armazenadas em recipientes apropriados até o momento da realização da etapa de 

escorrimento da parafina e desparafinização, para posterior submissão às técnicas de 

coloração e imuno-histoquímica. 

 

6.1 MÉTODO DE COLORAÇÃO DE HEMATOXILINA E EOSINA (H&E) 

Lâminas com cortes de tecido pancreático foram submetidas à coloração de H& 

E com o intuito de analisarmos a integridade histológica do tecido. Para a realização da 

coloração, as lâminas foram colocadas em estufa para o escorrimento do excesso de 

parafina, por 2 horas, a 60 ºC. Em seguida, as lâminas passarão pelas etapas de 

desparafinização e coloração H& E: 30 minutos em xilol I; 15 minutos em xilolII e xilol 

III; 10 minutos em xilol + álcool etílico 100% (1:1); 5 minutos em série decrescente de 

álcoois: 100% I, 100% II, 100% III, 95%, 80%, 70%; 10 minutos em água corrente; 

imersão em tampão TBS; 6 minutos em solução de hematoxilina de Harris em meio 

aquoso; 10 minutos em água corrente; imersão em solução de água amoniacal; imersão 

em água destilada; 8 minutos em solução de eosina; imersão rápida em álcool etílico 70%; 

5 minutos em solução crescente de álcoois: 85%, 95%, 100% II, 100% I; 5 minutos em 

xilol II e xilol I; meio de montagem e lamínulas de vidro. A análise foi em microscopia 

de luz e os parâmetros analisados foram: Circularidade. 

 

6.2 IMUNOFLUORESCÊNCIA  PARA INSULINA 

Uma série de cortes de tecido pancreático foram lavados gentilmente em solução 

de KPBS 3 x 5 minutos; realização de bloqueio com solução constituída de 3% soro 

normal de coelho em KPBS “loaded” por 1 hora em câmara úmida, a temperatura 

ambiente. Incubação em solução constituída de anticorpo primário anti-insulina 1:150 

(Santa cruz, #sc-57342)   em câmara úmida, a 4 ºC por aproximadamente 48 horas. Em 

seguida, os cortes foram lavados 3 x 5 minutos em KPBS e incubados em solução de 

anticorpo secundário conjugado a Cy3 (Thermo fisher) por 2 horas, em câmara úmida, à 

temperatura ambiente. Os cortes foram lavados 3 x 5 minutos em KPBS, corados com 

marcador nuclear DAPI (1:10,000) por 15 minutos, seguida de lavagens em KPBS 3 x 5 

minutos. As lâminas foram cobertas com meio de montagem Prolong Antifade 

(Molecular Bioproducts) e lamínulas de vidro. As imagens foram feitas em microscopia 

de fluorescência 
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7.  ANÁLISE ESTATÍSTICA  

A análise estatística foi realizada por análise do teste t, ANOVA de uma via, 

ANOVA de duas vias, conforme o desenho experimental. As eventuais diferenças 

encontradas foram avaliadas pelo pós-teste de Tukey, prefixando-se o nível de 

significância em 95% (p<0,05).  Os valores foram representados como médias ± E.P.M 

(erro padrão da médias). Os testes estatísticos foram realizados mediante o programa 

GraphPad Prism, v.7.3.  
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8. RESULTADOS  

Inicialmente os animais foram distribuídos de forma que todos os grupos 

possuíssem uma média equivalente do peso corporal. Figura 11 (B). O peso corporal dos 

animais foi avaliado semanalmente ao longo de todo período do protocolo experimental. 

Figura 11(A). No final das 12° semana de tratamento a diferença de ganho de peso entre 

os grupos foi calculada pelo delta (peso final menos o peso inicial). Houve diferença entre 

os animais exercitados em comparação aos sedentários, não havendo diferença entre os 

grupos que receberam tratamento com melatonina, como demonstrado na figura 11 (C). 

. 

Figura 11(A)-Evolução do peso corporal ao longo das 12 semanas do protocolo experimental. ° exercício 

vs sedentários, *exercício melatonina vs sedentários, (p < 0,001). Os valores são demonstrados como média 

± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 11(B)-Peso corporal de todos os grupos no início do protocolo experimental. Os valores são 

mostrados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 11(C)-Delta (Δ) do peso corporal dos animais. * vs sedentários, p < 0,05. Os valores são 

demonstrados como média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14) 
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O consumo alimentar foi mensurado semanalmente. Figura 12 (A). Ao final do 

protocolo experimental o consumo total em gramas foi transformado em Kcal e, os 

animais exercitados tratados com melatonina, apresentaram menor consumo alimentar 

em relação aos grupos sedentários, com ou sem tratamento com melatonina. Figura 12 

(B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 (B)-Consumo alimentar total dos animais ao final do protocolo experimental. *vs sedentários (p<0,05) 

Valores expressos em kcal, representados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n=14.  

 

 

Após a eutanasia, os músculos sóleo e edl, foram pesados e normalizados pelo 

comprimento da tíbia, não havendo diferença entre os grupos. Figura 13(B e C). Os coxins 

adiposos inguinal, periepedidimal e retroperitonial, tambem foram extraidos, pesados e 

nomalizados pelo comprimento da tíbia. O treinamento físico e o tratamento com 
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melatonina produziram uma diminuição da massa adiposa, pricipalmente no tecido 

periepedidimal. Figura 13 (D, E e F). 

Figura 13(A)-Comprimento da tíbia em (cm). Os valores são demonstrados como média ± erro padrão. 

Analisado por ANOVA de uma via (n=14). 

Figura 13(B)-Músculo sóleo úmido em (g) / pelo comprimento da tíbia em (cm). Os valores são 

demonstrados como média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 13(C)-Músculo edl úmido em (g) / pelo comprimento da tíbia em (cm). Os valores são 

demonstrados como média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 13(D)-Tecido adiposo inguinal em (g) / pelo comprimento da tíbia em (cm). Os valores são 

demonstrados como média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 13(E)-Tecido adiposo periepedidimal em (g) / pelo comprimento da tíbia em (cm). # exercício vs 

sedentários, # sedentário melatonina vs sedentários, (p < 0,05), *exercício melatonina vs sedentários, (p < 

0,001). Os valores são demonstrados como média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias 

(n=14). 

Figura 13(F)-Tecido adiposo retroperitonial em (g) / pelo comprimento da tíbia em (cm). *exercício 

melatonina vs sedentário, (p < 0,05). Os valores são demonstrados como média ± erro padrão. Analisado 

por ANOVA de duas vias (n=14). 
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O perfil lipídico plasmático foi avaliado após a eutanasia, o treinamento físico 

associado ou não ao tratamento com melatonina, produziu uma diminuição no conteúdo 

de colesterol total. Figura 14(A). Não houve diferença entre os grupos em relação ao 

conteúdo de HDL e triglicerídeos, respectivamente. Figura 14(B e C). A concentração de 

LDL foi diminuida de forma significativa pelo grupo exercício tratado com melatonina. 

Figura 14(D). 

Figura 14(A)-Conteúdo de colesterol total em (mg/dl). * vs sedentários, p < 0,05. Os valores são 

demonstrados como média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 14(B)- Conteúdo de colesterol HDL em (mg/dl). Os valores são demonstrados como média ± erro 

padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 14(C)- Conteúdo de triglicerídeos em (mg/dl). Os valores são demonstrados como média ± erro 

padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 14(D)-Conteúdo de colesterol LDL em (mg/dl). * vs sedentários, * vs exercício p < 0,001. Os 

valores são demonstrados como média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 
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O conteúdo de glicogênio foi avaliado após o protocolo experimental. Os animais 

sedentários não tratados, apresentaram maior conteúdo de glicogênio hepático, em 

relação aos grupos exercitados. Figura 15 (A). Não houve diferença entre os grupos no 

conteúdo de glicogênio no músculo EDL, embora houvesse tendência de maior 

quantidade nos grupos exercitados. Figura 15 (B). Os grupos exercitados apresentaram 

maior conteúdo de glicogênio no músculo sóleo. Figura 15(C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15(A)-Conteúdo de glicogênio hepático em (mg/g). * vs exercício, p < 0,05. Os valores são 

demonstrados como média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 15(B)- Conteúdo de glicogênio no músculo EDL em (mg/g). Os valores são demonstrados como 

média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 

Figura 15(C)-Conteúdo de glicogênio no músculo sóleo em (mg/g). * vs sedentários, p < 0,05. Os valores 

são demonstrados como média ± erro padrão. Analisado por ANOVA de duas vias (n=14). 
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Os animais que foram submetidos ao treinamento físico passaram por uma semana 

de adaptação à esteira. Ao final deste periodo, foi realizado um teste de exaustão 

escalonado. 

   A eficácia do protocolo de treinamento foi comprovada mediante a comparação 

entre o teste inicial e final dos grupos exercitados. Figura 16(A). O treinamento promoveu 

ganho de capacidade física nos grupos exercitados  em comparação ao sedentários, não 

havendo diferença entre os grupos que receberam tratamento com melatonina. Figura 

16(B). 

 

 
Figura 16(A)- Teste de exaustão nos grupos treinados antes e depois do protocolo de exercício. Os 

valores são mostrados como média ± E.P.M. Analisado pelo teste T  * p<0.0001. n = 28. 

Figura 16(B)-Teste de exaustão realizado na 11° semana do protocolo experimental em todos os grupos. 

Os valores são mostrados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. * vs sedentários. 

n=14 
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Os animais foram submetidos a testes de tolerância a glicose (GTT) antes do início 

do protocolo experimental Figura 17 (A e B). Na 10° semana de tratamento, foi realizado 

um novo teste de GTT, e, os animais do grupo exercício tratado com melatonina 

apresentaram melhora em relação ao grupo sedentário não tratado. Figura 17 (C e D). 

 
 

 
Figura 17(A)-Teste de tolerância à Glicose (GTT) antes do protocolo experimental realizado no ZT 14 

Valores expressos em mg/dl, representados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. 

n=7 

Figura 17(B)-Área sob a curva do GTT antes do protocolo experimental. Valores são expressos em a área 

total da AUC, representados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n=7.  

Figura 17(C)-Teste de tolerância à Glicose (GTT) 10° semana do protocolo experimental realizado no ZT 

14. *exercício melatonina vs sedentários, ° exercício melatonina vs sedentários melatonina. p <0,05. 

Valores expressos em mg/dl, representados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. 

n=7.  

Figura 17(D)-Área sob a curva do GTT 10° semana do protocolo experimental. * exercício melatonina vs 

sedentário não tratado (p< 0,05).  Valores são expressos em área sob a curva (AUC), representados como 

média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n=7.  
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Os animais foram submetidos a testes de tolerância a insulina (ITT) antes do início 

do protocolo experimental Figura 18 (A e B).No teste de ITT realizado na 10° semana de 

tratamento, observou-se claramente uma melhor sensibilidade à insulina nos animais que 

receberam tratamento com melatonina e um efeito aditivo entre o treinamento físico e a 

suplementação com melatonina. Figura 18 (C e D). 

 
 

 

 

Figura 18(A)-Teste de tolerância à Insulina (ITT) antes do protocolo experimental realizado no ZT 14 com 

0,5U de insulina por peso corporal. Valores expressos em mg/dl, representados como média ± E.P.M. 

Analisado por ANOVA de duas vias. n=7.  
Figura 18(B)-Kitt do teste de tolerância à Insulina (ITT) antes do protocolo experimental realizado no ZT 

14 com 0,5U de insulina por peso corporal. Valores expressos em %/min, representados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n=7. 

Figura 18(C)-Teste de tolerância à insulina (ITT) 10° semana do protocolo experimental realizado no ZT 

14 com 0,5U de insulina por peso corporal. * exercício melatonina vs sedentário, ° sedentário melatonina 

vs sedentário. (p<0,05).  Valores expressos em mg/dl, representados como média ± E.P.M. Analisado por 

ANOVA de duas vias. n=7.  

Figura 18(D)- kITT do teste de tolerância à insulina (ITT) 10° semana do protocolo experimental realizado 

no ZT 14 com 0,5U de insulina por peso corporal. * exercício melatonina vs exercício não tratado, * 

exercício melatonina vs sedentário não tratado, ° sedentário melatonina vs sedentário não tratado. (p<0,05). 

Valores expressos em (%/min), representados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. 

n=7. 
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A expressão gênica foi avaliada no tecido hepático no ZT 14. Houve maior 

expressão de AKT1, entre o grupo exercício tratado com melatonina, comparado aos 

animais sedentários. Figura 19 (B). A expressão de Glut 2, foi significativamente menor 

no grupo sedentário, em relação aos animais tratados com melatonina e exercitados. 

Figura 19 (D). Não houve diferença na expressão dos genes PI3K e GSK3β. Figura 17 (A 

e C) respectivamente. 

Figura 19(A)-Análise da expressão gênica do Pi3K (ZT14). Os valores são mostrados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n= 6. 

Figura 19(B)-Análise da expressão gênica do AKT1 (ZT14. *  vs sedentários (p<0,05). Os valores são 

mostrados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias.n=6. 

Figura 19(C)-Análise da expressão gênica do Gsk3β (ZT14). Os valores são mostrados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n= 6. 

Figura 19(D)-Análise da expressão gênica do Glut-2 (ZT14). * vs sedentário (p<0,05). # vs exercício 

melatonina (p<0,05) Os valores são mostrados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas 

vias. n= 6. 

Figura 19(E)-Análise da expressão gênica do PPCK (ZT14). Os valores são mostrados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n= 6. 
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A expressão gênica do músculo sóleo foi avaliada no ZT 14. O gene GSK3β foi 

mais expresso nos grupos sedentário melatonina e exercício não tratado, e, houve uma 

tendência no grupo exercício melatonina, em comparação aos animais sedentários não 

tratados. Figura 20 (C). O gene Glut4, apresentou o mesmo padrão, maior expressão nos 

grupos sedentário melatonina e exercício não tratado, e, uma tendência no grupo exercício 

melatonina, em comparação aos animais sedentários não tratados. Figura 20 (D). Não 

houve diferença entre os grupos na expressão de PI3k e AKT-1. Figura 18 (A e B) 

respectivamente.   

Figura 20(A)-Análise da expressão gênica do Pi3K (ZT14). Os valores são mostrados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n= 6. 

Figura 20(B)-Análise da expressão gênica do AKT-1 (ZT14. Os valores são mostrados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias.n=6. 

Figura 20(C)-Análise da expressão gênica do Gsk3β (ZT14). * vs sedentário (p<0,05). Os valores são 

mostrados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n= 6. 

Figura 20(D)-Análise da expressão gênica do Glut-4 (ZT14). * vs sedentário (p<0,05). Os valores são 

mostrados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n= 6. 
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A expressão gênica do músculo EDL foi avaliada no ZT 14. Não houve 

diferença entre os grupos avaliados, nos  genes PI3k, AKT-1, GSK3β e GLUT-4.Figura 

21 (A, B, C e D) respecivamente. 
 

 

Figura 21(A)-Análise da expressão gênica do Pi3K (ZT14). Os valores são mostrados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n= 6. 

Figura 21(B)-Análise da expressão gênica do AKT-1 (ZT14. Os valores são mostrados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias.n=6. 

Figura 21(C)-Análise da expressão gênica do Gsk3β (ZT14). Os valores são mostrados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n= 6. 

Figura 21(D)-Análise da expressão gênica do Glut-4 (ZT14). Os valores são mostrados como média ± 

E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n= 6 
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Após a realização do protocolo experimental, foram realizados ensaios para 

obtenção de tecidos com, e, sem estímulo de insulina, para a quantificação do conteúdo 

proteico das principais proteínas envolvidas na via da sinalização insulínica no músculo 

sóleo, músculo EDL e fígado. Figura 22 (A, B e C) respectivamente. De acordo com os 

resultados, o conteúdo de pAKT não apresentou diferenças entre os grupos estudados. 

 

 

 

 
 

 

 

  

 
 
 
 
 

Figura 22(A)- Conteúdo proteico de pAKT no músculo sóleo após estímulo com insulina (2U).Valores 

expressos em unidades arbitrárias(UA) representados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de 

duas vias. n=7. 

Figura 22(B)- Conteúdo proteico de pAKT no músculo EDL após estímulo com insulina (2U).Valores 

expressos em unidades arbitrárias(UA) representados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de 

duas vias. n=7. 

Figura 22(C)- Conteúdo proteico de pAKT no fígado após estímulo com insulina (2U).Valores expressos 

em unidades arbitrárias(UA) representados como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. 

n=7. 

 

(C) 
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O tecido pancreático foi retirado e preparado para análises morfológicas das 

ilhotas pancreáticas. Os animais treinados e tratados com melatonina apresentaram maior 

conteúdo de ilhotas com circularidade normal, indicando um melhor estado funcional. 

Figura 23 (A). A figura 23(B) representa a medida do tamanho das ilhotas, não havendo 

diferença entre os grupos. As imagens coradas em técnica de HE, demostram que os 

animais sedentários apresentavam ilhotas com formato disforme caracterizando 

problemas funcionais, o tratamento com melatonina e o treinamento físico melhoraram 

esse quadro. Figura 23(C). A imunomarcação para insulina demostrou claramente uma 

menor intensidade nos grupos sedentários, relação aos grupos que receberam o tratamento 

com melatonina e treinamento físico. Houve um efeito combinado entre os dois 

tratamentos. Figura 23(D)  
 

 

 

 

 

 

Figura 23(A)- Circularidade das ilhotas expressos em (%). * vs sedentário (p<0,05. Valores   representados 

como média ± E.P.M. Analisado por ANOVA de duas vias. n=7. 

Figura 23(B)- Tamanho das ilhotas expressos em (%). Valores representados como média ± E.P.M. 

Analisado por ANOVA de duas vias. n=7. 
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FIGURA 23 (C) 

 

 

 

 

SEDENTÁRIO                                                        SEDENTÁRIO MELATONINA 

EXERCÍCIO                                                            EXERCÍCIO MELATONINA 

 

Figura 23 (C)- Cortes seriados do tecido pancreático (5.0 µm espessura) corados em técnica HE. 

Imagens representativa em aumento de 100x. 
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Figura 23(D) 

 

Figura 23 (D)- Cortes seriados do tecido pancreático (5.0 µm espessura) Imunologicamente marcados para 

insulina e DAPI. Imagens representativa em aumento de 40x. 
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8 DISCUSSÃO  

 

 

O presente trabalho procura investigar o papel da suplementação com melatonina 

e do treinamento físico aeróbio no metabolismo energético, com ênfase na homeostase 

glicêmica no diabetes mellitus tipo 2, para tal, utilizamos como modelo experimental 

ratos Goto Kakizaki. 

Os trabalhos de GOTO; KAKIZAKI; MASAKI, 1975, 1976, demostraram que 

animais desta linhagem apresentam resistência à insulina e intolerância à glicose a partir 

da 10° semana de vida na ausência de um fenótipo obeso. A obtenção do modelo 

experimental foi concebida por seleção genética de animais Wistar que apresentavam 

hiperglicemia de jejum e, em testes de tolerância a glicose. Após o cruzamento desses 

animais com alterações na homeostase glicídica, foi observado, altos níveis de glicose 

sérica em alguns indivíduos da prole. O modelo foi estabelecido quando 100% da prole 

apresentou distúrbios no metabolismo glicídico. Posteriormente, os trabalhos de Galli et 

al.,1996; Guaguier et al.,1996, demostraram que animais GK apresentavam mutações em 

diversos cromossomos, caracterizando que a inabilidade na manutenção do balanço 

glicêmico desses animais é de origem poligênica. 

Os mecanismos pelos os quais esses animais desenvolvem resistência à insulina 

continuam subjacentes (EHSES et al., 2007). Entretanto, é bem estabelecido na literatura 

que animais GK apresentam complicações na síntese e secreção de insulina e, menor 

massa de células beta pancreáticas já em períodos pré-natal (MOVASSAT et al.; 2007; 

PORTHA et al., 2009). 

No início do protocolo experimental os animais foram pesados e distribuídos de 

forma para que não houvesse variação de peso corporal entre os grupos e, semanalmente 

os animais foram pesados. A massa corpórea é resultado de um refinado balanço entre a 

entrada e dispêndio de energia. Neste sentido, em nosso trabalho o treinamento físico 

produziu um saldo energético negativo refletindo no delta final da massa corpórea, 

embora o gasto calórico não tenha sido aferido em nosso estudo, os grupos exercitados 

tiveram menor consumo alimentar corroborando com dados  da literatura (FLORES et al, 

2006; ROPELLE et al, 2010). 

 Embora já bem observado em diversos trabalhos que a melatonina possui efeitos 

no controle do ganho do peso em ratos Wistar (Wolden-Hanson et al, 2000; Rios-Lugo et 

al, 2015; Buonfiglio et al, 2018), em nosso modelo experimental ela não conseguiu 
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produzir este efeito, talvez porque, os animais GK apresentem um menor peso corporal 

absoluto. De acordo com estudos anteriores, os ratos GK apresentaram peso corporal 10 

a 20% menor que os ratos Wistar controle (Movassat et al., 2008; Almon et al., 2009). 

 No entanto, quando analisado a distribuição da massa adiposa, observamos uma 

evidente diminuição dos coxins adiposos periepedidimal e retroperitonial, tantos nos 

animais que foram submetidos ao treinamento físico, quanto nos grupos tratados com 

melatonina. Dados similares foram observados, em animais idosos treinados e 

suplementados com melatonina (MENDES et al., 2013). Neste contexto, Alonso-Vale et 

al. (2005) mostraram um papel anti lipogênico da melatonina, por meio da inibição da 

diferenciação de pré adipócitos em adipócitos, reduzindo, portanto, o número de 

adipócitos. 

  Está bem estabelecido que o tecido adiposo branco não está apenas envolvido no 

armazenamento de energia, mas também, funciona como um órgão endócrino que secreta 

várias substâncias bioativas, como leptina, adiponectina, fator de necrose tumoral alfa 

(TNF) -α), interleucina-6 (IL-6), proteína quimioatraente resistina, adponectina, entre 

outras. A função fisiológica das adipocinas identificadas até o momento, é altamente 

variada e compreende proteínas com propriedades pró inflamatórias, como as citocinas 

clássicas  fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), diretamente 

relacionadas ao quadro de resistência insulínica, e, no sentido contrário,  a adiponectina, 

também conhecida como Acrp-30 (30-kDa adipocyte complement-related protein), apM1 

ou adipoQ, agindo como fator protetor ao quadro fisiopatológico do diabetes tipo 2, por 

aumentar a sensibilidade insulínica (BESSA-LIMA et al., 2006). 

 Uma correlação entre o grau de obesidade e níveis circulantes de TNF-a e IL-6, 

já foi bem demonstrada, bem como um aumento na concentração de adiponectina com a 

redução do tecido adiposo, localizado na cavidade intraperitoneal (RAJALA 2003). Neste 

sentido, a diminuição da massa adiposa estabelecida pelo nosso protocolo experimental, 

certamente contribuiu para uma melhor sensibilidade a insulina observada nos ensaios de 

(ITT). Corroborando com nossos achados, Farias et al., (2019) e Favaro et al., (2015), 

demonstraram que, a suplementação de melatonina impediu um aumento da expressão de 

leptina, IL-6 e TNF-a no depósito de periepedidimal. Além disso, a melatonina foi eficaz 

na diminuição dos níveis de leptina e resistina no plasma de animais obesos, melhorando 

assim a homeostase glicêmica. 
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 Vários trabalhos relataram que animais GK apresentam alterações no perfil 

lipídico plasmático (ARGOUD et al., 2006; MATAFOME et al., 2009; GIROIX et al., 

2011).  

  A pinealectomia em ratos jovens, e a diminuição da síntese e secreção de 

melatonina em animais idosos, provocaram um desbalanço no metabolismo lipídico, 

sendo que a suplementação com melatonina e o exercício físico reverteram essa desordem 

metabólica (BORGES-SILVA et al, 2006, MENDES et al., 2013). Neste sentido, 

esperávamos que nosso tratamento com melatonina e exercício físico provocasse 

alterações no perfil lipídico. Entretanto, em nossos animais isso não foi observado. 

Embora os animais exercitados, apresentassem um conteúdo menor de colesterol total em 

relação aos grupos sedentários, ao final do protocolo experimental, nenhum dos grupos 

apresentou valores fora de um padrão considerado normal. Porém, é preciso considerar, 

o fato dá eutanásia de nossos animais terem ocorrido com apenas 6 horas de restrição 

alimentar, o que pode ter afetado nossos resultados. 

Mazepa et al. (2000) demonstraram que a melatonina exerce um efeito poupador 

nos estoques de glicogênio, visto que, o conteúdo de glicogênio hepático e muscular 

aumentou em animais exercitados tratados com melatonina em comparação com animais 

sedentários. A pinealectomia reduziu o os estoques de glicogênio no fígado e no músculo 

esquelético, atenuando a capacidade de realizar exercícios aeróbios (BORGES-SILVA et 

al., 2007). Mendes et al. (2013) em animais idosos, onde a síntese e secreção de 

melatonina estão diminuídas, revelou em seus trabalhos que a reposição terapêutica de 

melatonina se faz necessária para a preservação dos estoques de glicogênio em animais 

exercitados.  

Em conjunto esses trabalhos sustentaram a hipótese que, o treinamento físico e a 

suplementação com melatonina, aprimorariam o metabolismo do glicogênio em nosso 

modelo experimental. Os ratos GK, devido ao quadro de resistência à insulina, 

apresentam menor concentração de glicogênio no músculo estriado do que os controles 

Wistar (VILLAR-PALASI, FARESE 1994, SOARES et al., 2019). Em nosso trabalho os 

resultados obtidos em relação ao conteúdo de glicogênio causaram surpresa pela 

ambiguidade. Os estoques de glicogênio hepático estavam mais elevados nos animais 

sedentários não tratados com melatonina, em comparação aos dos grupos exercitados, e, 

no músculo sóleo, o treinamento físico aumentou os estoques de glicogênio em 

comparação com animais sedentários, com a melatonina não produzindo nenhum efeito 

em ambos os tecidos. A melatonina exerce uma função cronobiótica, distribuindo a 
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informação do relógio central, localizado no núcleo supraquiasmático hipotalâmico, para 

os relógios periféricos (CIPOLLA NETO; AFECHE, 1999; CIPOLLA-NETO, 

AMARAL, 2018). No entanto, outras pistas ambientais ou Zeitgebers, podem exercer um 

sinal mais relevante para alguns tecidos específicos, como alimentação para o fígado e 

exercício físicos para o músculo esquelético (EZAGOURI et al, 2019). Desta forma, 

recentes trabalhos que procuraram investigar o impacto da hora de execução do exercício, 

no metabolismo energético produziram resultados semelhantes aos nossos achados, 

quando o exercício era executado no ZT 14 (EZAGOURI et al., 2019, SATO et al., 2019) 

Com relação aos ensaios que desafiavam a tolerância à glicose e, tolerância à 

insulina, embora nossos resultados apresentassem melhora nos grupos que receberam 

suplementação com melatonina (ITT) e um efeito combinado entre os tratamentos com 

exercício e melatonina (ITT e GTT), o sinal entre insulina e AKT não apresentou 

diferença entre os grupos estudados. No entanto, encontramos algumas dificuldades 

experimentais, não havendo diferença estatística, embora houvesse uma tendência, nos 

níveis de fosforilação entre os tecidos basais e estimulado com hormônio. Uma possível 

explicação para falha no ensaio é a hiperglicemia causada pelo anestésico.  

Outros estudos que utilizaram o mesmo modelo, também tiveram dificuldade em 

demostrar maior conteúdo de pAKT em testes de via estimulada.  Os trabalhos Kuwabara 

et al., 2017 demostraram que após estímulo com insulina o tecido hepático e muscular 

não apresentavam menor conteúdo de pAKT em serina 473 em relação à animais controle 

Wistar. Nesse sentido, dados do nosso grupo, ainda não publicados, que tem por objetivo 

caracterizar os efeitos da melatonina na via de sinalização insulínica de forma circadiana 

em ratos GK, obtiveram resultados semelhantes no musculo sóleo e tecido adiposo, com 

exceção ao tecido hepático que apresentou maior conteúdo de pAKT, demostrando um 

efeito positivo da melatonina, entretanto essa melhora se mostrou ser  ZT dependente.  

 Após nos depararmos com resultados observados até o momento, foi pensado 

sobre a possibilidade do nosso tratamento ter produzido uma melhora no pâncreas 

endócrino desses animais. Como já relatado anteriormente, os ratos GK apresentam 

desenvolvimento anormal do tecido pancreático frente ao quadro esperado de resistência 

à insulina. 

Desta forma, nos propusemos investigar o estado funcional das células beta desses 

animais, e, surpreendentemente a quantidade de ilhotas pancreáticas coletadas em nossos 

ensaios não foram suficientes para a quantificação de espécies reativas de oxigênio, e 

secreção de insulina em diferentes concentrações de glicose. Sendo assim, a solução 
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encontrada foi analisar a estrutura das ilhotas pancreáticas. A manutenção da arquitetura 

das ilhotas e o número de células β são importantes para a preservação da estrutura 

pancreática intacta e funcionamento adequado do órgão (JESSEN; GOODYEAR, 2005). 

Nossos resultados apontaram que ambos os tratamentos apresentaram um efeito 

protetor ao tecido pancreático. A análises de H&E demostraram que a melatonina e o 

treinamento físico preservaram a estrutura circular das ilhotas pancreáticas, 

caracterizando um bom estado funcional, em relação aos animais sedentários, que 

apresentavam ilhotas com formato disforme. Os resultados da imunofluorescência com 

marcação para insulina apontaram uma maior concentração nos grupos que receberam 

tratamento e, ainda mais impressionante, houve um efeito protetor combinado entre o 

exercício físico e a melatonina. No entanto, é importante ressaltar, que as marcações com 

glucagon e somatostatina não foram realizadas em nossos estudos, gerando um fator 

limitante para um melhor entendimento do estado estrutural das ilhotas. 

As espécies reativas de oxigênio (EROS) ativam um sinal pró-apoptótico que 

induzem a morte de células β. Além disso, o estresse oxidativo ativa o eixo NF-kB que 

através da produção de citocinas inflamatórias sustentam o sinal de morte celular via 

apoptose ( JAIN et al., 2015; TECULA et al., 2018). 

Considerando que as lhotas pancreáticas possuem uma concentração diminuta de 

enzimas antioxidantes (Lenzen; Drinkgern; Tiedge, 1996; Lenzen, 2008) e, a melatonina 

possui ações diretas sobre espécies reativas de oxigênio e, também aumenta a expressão 

de enzimas antioxidantes Reiter et al.(2008), é racional concluir que o tratamento com 

melatonina tenha produzido o efeito observado em nossos resultados.  

Neste sentido, em consonância com nossos achados, Ahmad et al. (2018), 

observaram que, ratos diabéticos apresentavam aumento significativo na peroxidação 

lipídica, mas o peso pancreático, sistema antioxidante (GSH, SOD e CAT) apresentavam 

uma diminuição. O tratamento com melatonina nestes animais restaurou a alteração nos 

marcadores fisiológicos e bioquímicos. As análises histopatológicas do pâncreas dos 

animais diabéticos, mostrou danos nas ilhotas de Langerhans, enquanto os ratos tratados 

com melatonina recuperaram a arquitetura celular e, normalizaram a função do pâncreas. 

O trabalho de Park et al. (2014) relatou que, o tratamento com melatonina atenuou 

marcadamente a apoptose celular, eliminando espécies reativas de oxigênio, 

independente da atividade de enzimas antioxidantes. 

Além disso, a melatonina pode estimular a neogênese no pâncreas de ratos 

diabéticos. Os dados de Simsek et al,(2012) indicaram que essa indolamina promoveu a 
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inativação da caspase-3 via ativação de Bcl-xL,   promovendo a proliferação de células 

beta, e, a formação de  novas pequenas ilhotas, que se originaram  de células associadas 

ao epitélio ductal e de células centroacinares.  

Vários estudos sugerem que o exercício físico possui efeito positivo na 

proliferação celular e proteção das células betas. O treinamento aeróbio moderado é capaz 

de aumentar mediadores endógenos com papel antioxidantes e anti-inflamatório 

(COSKUN et al., 2004), (HUANG et al., 2011), JAIN et al., 2015), (OHAROMARI, DE 

MORAES, NAVARRO, 2017), (PAULA et al., 2015), (PAULA et al., 2018).  

Nossos achados, corroboram com um recente trabalho, que demonstrou, que, o 

exercício físico promove uma melhora no sistema antioxidante do pâncreas, em animais 

GK, protegendo o tecido pancreático. Os resultados sugerem um desencadeamento da 

resposta antioxidante no pâncreas de ratos GK após o treinamento físico, que é suportado 

pela diminuição da translocação de NF- κB ao núcleo, aumento da expressão dos 

receptores Glut ‐ 2 e aumento da fosforilação da glicose pela atividade enzimática da 

hexoquinase (glucocinase). Além do que, houve o aumento da expressão do HO ‐ 1 

pancreático, um marcador antioxidante, após o treinamento físico. (RASA et al., 2016).  

 Durante e após exercício, em resposta a contração muscular, alguns metabolitos 

e sinais endocrínicos são aumentados na circulação (NARENDRAN et al.,2015). 

Entretanto, os mecanismos moleculares exatos continuam não conhecidos, e, várias 

miocinas são candidatas ao cargo de fator exercício protetor. Neste sentido a IL-6 e  irisina 

vem sendo muito postuladas, no entanto, a literatura atual traz a luz trabalhos controversos 

e ambíguos, mostrando que, esses processos podem envolver outros fatores como 

ativação da AMPK e mTOR (QU; LIU; HUANG, 2014), (LINNEMANN et al., 2017), 

(NATALICCHIO et al., 2017). 
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9 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados apontaram que o tratamento com melatonina e o treinamento 

físico produziram uma melhora no quadro fisiopatológico do diabetes DM2 em ratos Goto 

Kakizaki. O tratamento melhorou o metabolismo da glicose como demostrado em testes 

de GTT e ITT. A morfologia da ilhota pancreática foi preservada nos animais que 

receberam os tratamentos, além do que, houve um efeito combinado entre os dois 

tratamentos. Entretanto, fazem-se necessários estudos posteriores para aperfeiçoar o 

entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na modulação do tecido 

pancreático provocados pelo treinamento físico e a suplementação com melatonina, 

pensando em novos avanços terapêuticos para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2. 
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