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RESUMO 

MARTINS, CEC. Efeitos da suplementação de leucina e do treinamento de força 
sobre a miopatia diabética em modelo experimental de diabetes mellitus induzido 
por estreptozotocina. 2016. Dissertação (mestrado) – Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 
 Neste trabalho, avaliamos os efeitos da suplementação crônica de leucina e 
do treinamento de força sobre a miopatia diabética. 40 ratos machos da linhagem 
Wistar Hannover foram distribuídos em 5 grupos: controle, não diabético (C), 
diabético não tratado (D), diabético treinado (DT), diabético suplementado com 
leucina e treinado (DLT). O início das intervenções ocorreu na 4ª semana de vida 
dos animais, e perdurou por 8 semanas. Foram avaliados: massa corporal, consumo 
de ração e água, concentrações sanguíneas de glicose, insulina e perfil lipídico; 
capacidade funcional muscular voluntária através de testes de força de preensão e de 
ambulação; conteúdo intracelular de proteínas relacionadas à via anabólica mTOR e 
p70S6K, totais e fosforiladas, no músculo extensor longo dos dedos. Os ratos diabéticos 
não tratados (grupo D) apresentaram hiperglicemia e hipoinsulinemia moderada, menor 
massa corporal, maior consumo de ração e água, menor peso absoluto dos músculos 
extensor longo dos dedos e gastrocnêmio, menor força de preensão, menor capacidade 
de ambulação e menor atividade das proteínas mTOR e p70S6K comparado ao grupo 
C, o que caracteriza o quadro de miopatia diabética. O peso relativo do músculo 
gastrocnêmico (peso absoluto/100g de peso do animal) foi maior nos grupos DT e DLT 
comparado com o grupo D, e maior no grupo DLT comparado com o grupo DL (p < 
0,05). Não houve diferença estatística entre os grupos DL e D sobre os pesos relativos 
dos músculos, ou seja, a suplementação crônica de leucina não afetou este parâmetro 
nos ratos diabéticos. Interessantemente, houve diferença estatística entre os grupos DL 
e D sobre a força muscular (p < 0,05), sem haver diferença entre grupos DL e C quanto 
à glicemia; ou seja, a dieta suplementada com leucina foi capaz de controlar a glicemia 
e atenuar a perda de força muscular. O treinamento de força também controlou a 
glicemia, recuperou a força muscular e melhorou a capacidade de ambulação, bem 
como a regulação da via mTOR-p70S6K. A fosforilação da via mTOR-p70S6K foi 
maior nos grupos DT e DLT comparado com o grupo D (p < 0,05), e sem diferença 
entre estes grupos treinados e o grupo C, sugerindo que o treinamento de força 
combinado com a suplementação de leucina recuperou a atividade da via do mTOR-
p70S6K nos animais diabéticos, que pode refletir em maior síntese proteica muscular. O 
colesterol total do grupo D foi maior comparado com o do grupo C; e nos grupos 
diabéticos treinados (DT e DLT), este parâmetro foi menor do que no grupo D (p < 
0,05). Adicionalmente, o HDL-c aumentou nos grupos treinados (DT e DLT) quando 
comparado com o grupo D, mas não alterou no grupo que recebeu apenas a 
suplementação de leucina (grupo DL). Portanto, neste estudo, a suplementação 
crônica de leucina por si só normalizou a glicemia e melhorou a força muscular dos 
animais diabéticos. Além disso, o treinamento de força foi responsável pelo maior 
aumento de força e da massa muscular, bem como pela normalização da glicemia, pela 
elevação da concentração de HDL-c e pela redução do colesterol total dos animais 
diabéticos e ambas foram capaz de recuperar a via mTOR-p70S6K.  
 
Palavras-chave: Diabetes mellitus, atrofia muscular, leucina, treinamento de força. 
 



 

 

ABSTRACT 

MARTINS, CEC. Effects of leucine supplementation and resistance training on 
diabetic myopathy in experimental diabetes mellitus induced by streptozotocin. 
2016. Dissertation (Masters) - Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sao 
Paulo, Sao Paulo, 2016. 
 
 In this study, we evaluated the effects of chronic supplementation with leucine 
and resistance training on diabetic myopathy. 40 Wistar Hannover rats were divided 
into 5 groups: control, non-diabetic (C), untreated diabetic (D), trained diabetic (DT), 
diabetic supplemented with leucine and trained (DLT). The beginning of the 
interventions occurred in the 4th week of life of the animals, and lasted for 8 weeks. 
Were evaluated: body weight, food and water intake, blood concentrations of 
glucose, insulin and lipid profile; voluntary muscle functional capacity through grip 
strength and ambulation test; intracellular content of proteins related to the anabolic 
mTOR and p70S6K pathway, total and phosphorylated in the extensor digitorum 
longus muscle. Diabetics untreated mice (group D) had hyperglycemia and moderate 
hypoinsulinemia, lower body mass, food and water intake, reduced absolute weights 
of the muscles of the long extensor digitorum, and gastrocnemius, the lower grip 
strength, lower ambulation capacity and lower activity of mTOR and p70S6K protein 
compared the C group, featuring diabetic myopathy. The relative weight of the 
gastrocnemius muscle (absolute weight / 100g of body weight) was greater in DT and 
DLT groups compared with group D, and higher in the DLT group compared to the 
DL group (P < 0.05). No statistical difference between the DL and D groups on the 
relative weights of the muscles, that is, chronic supplementation of leucine did not 
affect this parameter in diabetic rats. Interestingly, there was statistical difference 
between the DL and D groups on muscle strength (P < 0.05), with no difference 
between groups DL and C on the blood glucose; that is, the diet supplemented with 
leucine was able to control glycemia and avoid loss of muscle strength of diabetic 
animals. Resistance training also controlled glycemia, recovered muscle strength and 
improved the capacity of ambulation of diabetic animals and the regulation of the 
mTOR-p70S6K pathway. The phosphorylation of mTOR-p70S6K pathway was higher 
only in the DT and DLT groups compared with the D group (P < 0.05), and no 
difference between the DT and C groups, suggesting that the training recovered 
muscle mass in diabetic animals. Total cholesterol was greater in Group D compared 
to the group C; and trained diabetic groups (DLT and DT), this parameter was lower 
than that of the D group (P < 0.05). In addition, HDL-C increased in trained groups 
(DT and DLT) as compared to group D, but had no effect the group that received only 
leucine supplementation (DL group). Therefore, in this study, chronic 
supplementation of leucine alone normalized glucose and improved muscle strength 
of diabetic animals. In addition, resistance training was responsible for the largest 
increase in strength and muscle mass, as well as the normalization of glucose, 
elevated concentrations of HDL-C and reduction in total cholesterol of animals 
diabetics and both were able to recover mTOR- p70S6K pathway. 
 

Keywords: Diabetes mellitus, muscular atrophy, leucine, strength training. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

  O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença caracterizada por hiperglicemia 

crônica que é resultante da deficiência e/ou resistência à insulina. No Brasil, estima-

se que o número de indivíduos diabéticos corresponderá a mais que 10 milhões em 

2030, sendo o diabetes tipo I e II, as formas mais prevalentes (WILD et al., 2004; 

WHITING et al., 2011; ADA, 2012).  

 No DM tipo 1, além dos sintomas clássicos (poliúria, polidipsia e polifagia), 

pode ocorrer a perda de massa corporal associada ao aumento do metabolismo 

energético basal, sendo que a disfunção metabólica nesta doença é resultante 

predominantemente pela falência das células β pancreáticas (HEIMANN, 2003; 

POORNIMA, PARIKH & SHANNON, 2006; HEBERT & NAIR, 2010). É também 

comum o aparecimento de degenerações do músculo esquelético, decorrente da 

menor capacidade oxidativa, contratilidade e capilarização deste tecido, o que 

culmina com um quadro de miopatia diabética, no qual a atrofia muscular é a 

característica mais marcante (AUGHSTEEN, KHAIR & SULEIMAN, 2006; ZOLL et 

al., 2006; KRAUSE et al., 2009; KRAUSE et al., 2013). 

A hiperglicemia crônica, no DM tipo 2, está diretamente relacionada com 

distúrbios na cascata de sinalização da insulina. Nesta doença também ocorrem 

prejuízos na funcionalidade do músculo esquelético devido à menor capacidade de 

síntese de glicogênio e de utilização da glicose como substrato energético, bem 

como à menor taxa de oxidação de lipídeos decorrente da disfunção mitocondrial, o 

que reduz a capacidade da musculatura esquelética de produzir energia em 

indivíduos diabéticos. Assim, por se tratar de uma doença degenerativa, tanto o DM 

tipo I quanto tipo II pode comprometer a funcionalidade do músculo esquelético e 

causar a atrofia deste tecido que pode evoluir para um quadro de miopatia diabética 

(RABOL et al., 2010; ZELEZNIAK et al., 2010; KRAUSE, RIDDELL & HAWKE, 

2011).  

A atrofia muscular é caracterizada por uma redução da área de secção 

transversa da fibra muscular e do seu conteúdo proteico, o que prejudica a 

capacidade do músculo esquelético de produzir força e potência, bem como aumenta 

a fatigabilidade deste tecido, comprometendo a aptidão física do indivíduo diabético 
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(PAVY-LE, et al., 2007; EVANS, 2010; KRAUSE; RIDDELL & HAWKE, 2011). 

Rodríguez et al. (1997) mostraram que o diabetes causa uma redução no conteúdo 

de proteína total e no tamanho da fibra muscular. Neste estudo, o músculo 

gastrocnêmio de ratos machos diabéticos foi reduzido cerca de 30%, enquanto que 

o conteúdo de proteína diminuiu em torno de 51%. Além disso, o DM pode reduzir a 

capacidade contrátil do músculo esquelético. Um estudo de Andersen, Schmitz e 

Nielsen (2005) evidenciou que a hiperglicemia aguda decorrente de uma infusão de 

glicose reduziu drasticamente a força contrátil isométrica do músculo esquelético em 

indivíduos diabéticos tipo 1. 

 No diabetes, a etiologia da doença degenerativa do músculo esquelético é 

multifatorial, podendo ser decorrente da acidose metabólica (FRANÇA et al., 2012), 

do mau funcionamento das células satélites (JEONG, CONBOY & CONBOY 2013), 

da hiperglicemia e do estado inflamatório crônico causados por falhas na secreção  

e/ou ação da insulina, sendo estes últimos importantes ativadores do sistema 

ubiquitina proteassoma (UPS) (SACHECK et al., 2007; LOKIREDDY et al., 2012). 

Este sistema é uma das principais vias responsáveis pela degradação proteica 

muscular que contribui para a atrofia muscular esquelética (COHEN et al., 2009; 

LOKIREDDY et al., 2012; WORKENEH & BAJAJ, 2013; COHEN, NATHAN & 

GOLDBERG, 2014).  

Defeitos na cascata de fosforilação da insulina como, por exemplo, uma 

inibição do “eixo” substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1)/fosfatidil-inositol-3-

quinase (PI3K)/Akt ativará o fator de transcrição Forkhead Box-O (FoxO) e no núcleo 

estimulará a expressão de ubiquitinas ligases E3 específicas (ou atrogenes): Muscle 

atrophy F-box (MAFbx), também conhecida como atrogin-1, e a muscle RING finger 1 

(MuRF-1) (MITCH & GOLDBERG, 1996; WANG et al., 2006; MASCHER et al., 2008). 

Estes atrogenes ligam moléculas de ubiquitinas às proteínas miofibrilares, as quais 

são sinalizadas, reconhecidas e degradadas no proteassoma, uma organela 

composta por um complexo catalítico central, o 20S. As proteínas miofibrilares 

correspondem cerca de 85% das proteínas musculares esqueléticas. Portanto, a 

ativação deste sistema (UPS) no diabetes contribui para a atrofia muscular nesta 

doença (WHITEHOUSE & TISDALE, 2001; GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002; 

MÔNICO-NETO et al., 2013).  
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Outro fator que contribui para a acelerada perda de massa muscular no diabetes 

é a manifestação crônica da cetoacidose. Workeneh e Bajaj (2013) afirmam que na 

cetoacidose diabética ocorre uma alteração no metabolismo dos aminoácidos de cadeia 

ramificada (BCAA). Estes autores demonstraram que ratos diabéticos com cetoacidose 

apresentaram elevadas taxas de descarboxilação oxidativa e transaminação de 

aminoácidos, principalmente de valina e de leucina, o que contribuiu de sobremaneira 

para a perda de massa muscular. Esta disfunção metabólica atua diretamente no 

aumento da atividade da enzima desidrogenase de cetoácidos derivados dos BCAA, o 

que eleva o catabolismo oxidativo destes aminoácidos; além disso, aumenta a atividade 

de transaminases, enzimas que transferem grupos aminas dos BCAA para cetoácidos 

(WORKENEH & BAJAJ, 2013). 

Além do elevado grau de catabolismo proteico observado no diabetes, é fato 

conhecido que o prejuízo no anabolismo proteico também contribui de maneira 

importante para a atrofia muscular nesta doença. No DM, a diminuição da 

sensibilidade à insulina causa um fenômeno conhecido por resistência anabólica 

muscular, no qual a célula muscular é incapaz de responder ao estímulo induzido 

pela insulina pós-prandial para que ocorra a síntese proteica. Assim, a redução na 

síntese de proteínas musculares também compromete a capacidade motora funcional 

e acentua a disfunção metabólica nesta doença (PRADO et al., 2008; NARICI & 

MAFFULLI, 2010; FARNFIELD et al., 2012). No diabetes, a perda de massa muscular 

é, portanto, uma consequência de distúrbios envolvidos no equilíbrio entre a síntese 

e a degradação de proteínas intramusculares (NEWSHOLME et al., 2011).  

Para esclarecer aspectos da complexa fisiopatologia do diabetes mellitus, o 

uso de modelos experimentais de diabetes induzido por estreptozotocina (STZ) tem 

sido amplamente explorado. No interior das células β pancreáticas, esta droga 

aumenta a produção de radicais livres que ocasionam dano ao DNA celular. A lesão 

celular, por sua vez, ativa a enzima poli ADP-ribose polimerase (PARP) que utiliza 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD) como substrato, reduzindo a sua 

concentração no meio intracelular, o que causa morte da célula beta (MURATA et 

al., 1999; TAKADA et al., 2007; LENZEN, 2008).  

A indução do diabetes com a injeção de STZ em ratos no período neonatal 

provoca a destruição seletiva e progressiva das células β do pâncreas, causando 

hiperglicemia, intolerância à glicose associada à hiperinsulinemia transitória, no 
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início da doença; e hipoinsulinemia moderada na fase adulta, características 

semelhantes ao curso natural do diabetes em humanos (TAKADA et al., 2007). Por 

ser um período de intensa diferenciação e replicação celular (período neonatal), a 

síntese de insulina é mantida pela atividade das células beta remanescentes nas 

semanas iniciais que sucedem a injeção de STZ. No entanto, por volta da oitava 

semana de vida dos animais, ocorre a exaustão funcional das células β pancreáticas 

que causa uma hipoinsulinemia moderada, o que eleva a concentração de glicose 

no sangue, na fase adulta (TAKADA et al., 2007).  

Estudos experimentais com diabetes já evidenciaram que qualquer alteração 

na transdução do sinal da insulina prejudica a resposta anabólica muscular por 

interferir na expressão de genes relacionados à síntese proteica (GRZELKOWSKA 

et al., 1999; GRZELKOWSKA-KOWALCZYK & WIETESKA, 2005). Em outro estudo, 

o de Wieteska-Skrzeczynska et al. (2009) foi constatado uma redução na expressão 

de genes que regulam a tradução proteica no músculo esquelético de ratos 

diabéticos induzido por STZ, como o fator de iniciação eucariótico (elF) 4E-binding 

protein 1 (4E-BP1) e o fator de iniciação eucariótico 4G (elF4G), o que afeta a síntese 

proteica e pode causar um desequilíbrio no turnover proteico muscular.  

Uma eficiente ativação da cascata de fosforilação de insulina e uma 

adequada homeostase glicêmica são importantes para a manutenção da massa 

muscular esquelética (MEDEIROS et al., 2011; NEWSHOLME et al., 2011; FRANÇA 

et al., 2012). Neste âmbito, a suplementação de aminoácidos de cadeia ramificada, 

em especial a leucina, e o treinamento de força apresentam um papel anabólico 

importante por serem potentes sinalizadores do maior regulador miogênico, a 

proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) e, dessa forma, promovem 

aumentos na força e massa muscular, melhorando o turnover proteico e a 

capacidade funcional deste tecido. Portanto, a recuperação ou o aumento da massa 

muscular no DM por meio destas intervenções podem contribuir para melhora da 

homeostase glicêmica (DREYER et al., 2006; VOLEK et al., 2013).  

Já foi evidenciado que a leucina é capaz de aumentar a fosforilação das 

proteínas alvo do mTOR, a proteína quinase ribossomal S6 de 70kDa (p70S6K) e o 

fator de iniciação eucariótico (elF) 4E-binding protein 1 (4E-BP1) e, assim, modula 

para mais o anabolismo proteico muscular (LIU et al., 2006; COFFEY et al., 2011; 

MACOTELA, 2011). Por meio da ativação do mTOR, a proteína p70S6K é fosforilada 
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e ativada, ao passo que a 4E-BP1 é fosforilado e inibido. Quando o 4E-BP1 é 

fosforilado, o fator de iniciação da tradução proteica (elF4E) é liberado e pode se unir 

ao fator de iniciação eucariótico 4G (elF4G) formando o elF4F. Esse complexo é 

necessário para a continuação da etapa de tradução do RNAm em proteína 

(ANTHONY et al., 2001). (Figura 1) 

                          

Figura 1 – Sinalização envolvida na síntese proteica mediada por leucina, insulina, 
IGF-1 e exercício de força. Modificado de Deldicque, Theisen e Francaux (2005). 
(mTOR = proteina quinase denominada alvo rapamicina em mamífero; p70S6K = 
proteína quinase ribossomal S6 de 70 kDA; elF4G = fator de iniciação eucariótico 
4G; 4E-BP1 = inibidor do fator de iniciação da tradução proteica denominada eIF4E; 
AMPK = proteína quinase ativada por adenosina monofosfato (AMP); PKB = 
proteína quinase B; IRS-1 = substrato do receptor de insulina 1; PI3-K = fosfatidil-
inositol-3-quinase). (→ indica ativação; ┬ indica inibição). 

 

 Estudos realizados em humanos revelam que a suplementação aguda ou 

crônica de leucina aumenta a taxa de síntese proteica muscular (SPM). Wall et al. 

(2013) mostraram que a coingestão de 2,5g de leucina e 20g de caseína manteve a 

SPM elevada por até 6h em homens idosos quando comparada com a ingestão de 

caseína isolada. Em outro estudo, a ingestão de leucina (10g/L) juntamente com 

whey protein (60g/L) logo após uma sessão de treinamento de força aumentou 

significativamente a SPM e o turnover proteico em homens idosos (KOOPMAN et al.; 

2006). Casperson et al. (2012) revelaram que 2 semanas de suplementação de 

leucina (12g/dia) aumentou a sinalização da via mTOR-p70S6K e a SPM em 
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homens idosos; apesar de não ter sido observado sinais de hipertrofia muscular, 

talvez pelo curto tempo de intervenção. 

A leucina também apresenta uma potente característica insulinotrópica, ou 

seja, é capaz de aumentar a concentração de insulina pós-prandial. Este aminoácido 

atua sobre as células β pancreáticas e estimula a liberação dos estoques de insulina 

(fase rápida da secreção deste hormônio) (MANDERS et al. 2006). Estudos 

realizados em idosos também já evidenciaram o aumento da concentração de 

insulina no sangue com a suplementação de leucina (LEENDERS et al., 2011; WALL 

et al., 2013). Este efeito insulinotrópico da leucina também aumenta a 

biodisponibilidade de aminoácidos para a síntese proteica e/ou inibe o catabolismo 

de proteínas miofibrilares, favorecendo um balanço positivo do turnover proteico 

muscular. Uma vez que a fibra muscular é responsável pela captação de 75 a 80% 

da glicose pós-prandial, o efeito da leucina no anabolismo muscular pode regular a 

homeostase glicêmica no DM (GREENHAFF et al., 2008; NICASTRO et al., 2011; 

MANDERS et al., 2012).  

Baseado nos efeitos da leucina sobre a secreção de insulina e ativação do 

mTOR, é possível que a suplementação com este aminoácido possa vencer a 

resistência anabólica muscular no diabetes, ou seja, a ingestão elevada de leucina 

ativa a via PI3K-Akt-mTOR-p70S6K e, em resposta ao aumento da insulina pós-

prandial, fornece subsídios para que a célula muscular esquelética recupere sua 

capacidade em sintetizar proteínas miofibrilares (MANDERS et al., 2012). Além do 

seu papel na síntese proteica já classicamente descrito, a leucina é também capaz 

de inibir a proteólise muscular (KIMBALL & JEFFERSON, 2006; KIMBALL, 2007; 

PROUD, 2007). Em um estudo de Zanchi, Nicastro e Lancha (2008) foi demonstrado 

que a administração de 0,35-1,35g de leucina atenua o catabolismo muscular 

esquelético durante a restrição energética em idosos.  

Outra intervenção que tem sido destacada por favorecer o aumento da massa 

muscular esquelética é a prática regular do exercício de força. O treinamento de 

força, quando realizado regularmente, promove o remodelamento muscular 

(alteração na massa/volume do tecido muscular) e altera a expressão das isoformas 

de miosina de cadeia pesada, importantes constituintes do músculo esquelético. Tais 

respostas causam adaptações neuromusculares caracterizadas por aumento na 

força e potência muscular (KRAEMER & RATAMESS, 2005; GARBER et al., 2011).  
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A hipertrofia muscular é caracterizada pelo aumento da área de secção 

transversa do músculo esquelético, sendo uma das principais adaptações 

decorrentes deste tipo de treinamento (GOLDSPINK & BOOTH 1992; HELLYER et 

al., 2012). Esta adaptação morfológica muscular envolve inúmeros mecanismos que 

vão desde a deformação mecânica das fibras musculares até a ativação de 

processos de transcrição e tradução proteica para síntese de proteínas miofibrilares 

(SPIERING et al., 2008; OGASAWARA, 2013). 

O mecanismo pelo qual o treinamento de força modula a diferenciação e 

aumento do tamanho da fibra muscular envolve a regulação da sinalização da 

miostatina e da via Akt-mTOR-p70S6K (LEGER et al., 2006; FUJITA et al., 2007; 

DRUMMOND et al., 2009; SCHOENFELD, 2010). Por meio da ação de fatores de 

crescimento liberados após uma sessão de TF, ocorre a ativação da fosforilação de 

proteínas musculares que, consequentemente, causa o remodelamento muscular e 

aumenta a força contrátil muscular esquelética (FERNANDES et al., 2012; HELLYER 

et al., 2012). 

A sinalização da via do IGF-1-PI3K-Akt que ocorre após a sessão do exercício 

de força é também um mecanismo que favorece a ativação da via do mTOR (Figura 

1), e é crucial para promover hipertrofia muscular bem como inibir a FoxO e as 

ubiquitinas ligases (MuRF-1 e MAFbx), proteínas de degradação proteica muscular. 

Portanto, a prática regular de TF é capaz de ativar a síntese proteica muscular e 

atenuar ou inibir o catabolismo proteico (SANDRI et al., 2004; LATRES et al., 2005; 

SPIERING et al., 2008; MASCHER et al., 2008).  

Hornberger et al. (2003 e 2006) ressaltaram que a ativação do mTOR após o 

exercício de força intenso também pode ocorrer independentemente de insulina 

(Figura 1). Dessa forma, o TF é uma importante estratégia para aumentar a massa e 

a força muscular esquelética, otimizando a capacidade física do indivíduo, inclusive 

no diabetes (DREYER et al., 2006; BURD et al., 2010; GOODMAN et al., 2011; 

FERNANDES et al., 2012; AGUIRRE, VAN LOON & BAAR 2013; SHAMSI et al., 

2015).  

De acordo com Corcoran, Lamon-Fava e Fielding (2007), o aumento da massa 

muscular causado pelo TF pode ser benéfico para indivíduos diabéticos, visto que a 

maior parte da glicose pós-prandial é captada pelo músculo esquelético. Dessa 

forma, a boa funcionalidade da musculatura é importante para melhorar a tolerância à 



22 

 

glicose, sensibilidade à insulina e a capacidade motora de pacientes diabéticos 

(CORCORAN, LAMON-FAVA & FIELDING, 2007).  

  Outro aspecto importante a ser destacado é que os efeitos do TF podem ser 

potencializados com a ingestão concomitante de leucina, devido a influência dessas 

intervenções sobre a via de sinalização do mTOR (BREEN & PHILLIPS, 2012). Em 

um estudo de Hulmi et al. (2009), a ingestão de 15g de whey protein (1,7g de LEU) 

imediatamente antes e após as sessões de treino de força potencializou a 

sinalização do mTOR, favorecendo a hipertrofia e o aumento de força muscular. 

Esses autores observaram que houve uma ação sinérgica das intervenções sobre a 

morfologia e funcionalidade do tecido muscular (HULMI et al., 2010; FARUP et al., 

2014; AGUIRRE, VAN LOON & BAAR 2013). Essas estratégias podem ser, portanto, 

bastante eficazes em indivíduos diabéticos com atrofia muscular. 

 Considerando, portanto, a atrofia muscular em indivíduos diabéticos, bem 

como o papel da leucina e do treinamento de força no remodelamento muscular, 

torna-se assim relevante investigar os efeitos crônicos da suplementação deste 

aminoácido e do treinamento de força (isolados ou combinados) sobre a miopatia 

diabética em modelo experimental de diabetes mellitus induzido por 

estreptozotocina, podendo ser útil para o desenvolvimento de intervenções para 

auxílio no tratamento do diabetes mellitus. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

  A disfunção metabólica no diabetes mellitus contribui para perda de massa 

muscular e redução da capacidade funcional do músculo esquelético, que pode 

ocorrer mesmo quando o indivíduo diabético recebe insulina exógena regularmente, 

pois o estímulo para que ocorra a síntese proteica muscular pós-prandial também 

depende de uma elevada ingestão de proteínas (CASO & MCNURLAN, 2010; 

KRAUSE, RIDDELL & HAWKE, 2011; GARG, 2011; BELLE, COPPIETERS & 

HERRATH, 2011).  

 Nessa perspectiva, tem se destacado o uso de estratégicas terapêuticas 

alternativas para controlar a perda de massa magra e, portanto, melhorar a 

capacidade motora muscular, a sensibilidade à insulina e a intolerância a glicose no 

DM. Destacam-se assim, o papel da leucina juntamente com o treinamento de força 

como importantes reguladores da biossíntese de proteínas musculares. Por vias 

dependentes e independentes de insulina, a leucina e o treinamento de força são 

potentes ativadores do mTOR, proteína que está envolvida com o aumento da taxa 

de tradução de RNAm em proteínas miofibrilares (SANS et al., 2006; MILLWARD et 

al., 2008; DRUMMOND  et al., 2009; DURAN et al., 2011; AGUIRRE, VAN LOON & 

BAAR 2013; OGASAWARA et al., 2013). É importante ressaltar que a 

suplementação leucina associada ao treinamento de força mostrou eficácia na 

promoção do remodelamento muscular em condições de catabolismo proteico 

muscular (TIPTON et al., 2009). 

  Considerando, portanto, o impacto negativo da perda da massa muscular e da 

reduzida capacidade motora funcional na saúde geral de indivíduos diabéticos, bem 

como o efeito anabólico muscular da leucina e do treinamento de força, torna-se 

relevante investigar os efeitos destas intervenções sobre a miopatia diabética e o 

seu impacto no quadro clínico da doença, para que possam ser úteis como 

coadjuvantes no tratamento do diabetes mellitus. 
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3. OBJETIVOS 

 

3. Objetivo Geral 

 

 Investigar os efeitos crônicos da suplementação de leucina e do treinamento 

de força (isolados ou combinados) sobre a miopatia diabética em modelo 

experimental de diabetes mellitus induzido por estreptozotocina. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

 Verificar a presença da hiperglicemia e hipoinsulinemia no modelo 

experimental de diabetes; 

 Avaliar a capacidade motora e funcional muscular esquelética em animais 

diabéticos que não receberam qualquer tipo de tratamento; 

 Avaliar os efeitos da suplementação crônica de leucina sobre a via  mTOR-

p70S6K, força muscular e capacidade de ambulação de ratos diabéticos; 

 Avaliar os efeitos do treinamento de força sobre a via  mTOR-p70S6K, força 

muscular e capacidade de ambulação de ratos diabéticos; 

 Verificar se houve efeito sinérgico entre a suplementação crônica de leucina e 

o treinamento de força sobre a sobre a via mTOR-p70S6K, força muscular e 

capacidade de ambulação de ratos diabéticos.  

  

  



25 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 4.1 Animais 

 

Neste estudo foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar Hannover, 

acompanhados do nascimento até completarem doze semanas de vida. Os animais 

foram mantidos em caixas individuais, sob condições de temperatura ambiente 

controlada de 22 ± 2 ºC e de umidade relativa do ar de 55 ± 10%, 15 a 20 trocas de 

ar por hora e com ciclo biológico invertido de 12/12 horas, com água e ração ad 

libitum. Todos os cuidados e procedimentos realizados no biotério de 

experimentação seguiram as normas do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal, e foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade de São Paulo, aprovado sob o número de ofício 14.2014-

P451, protocolo de n. 451. 

 

4.1.1 Indução do diabetes  

 

No quinto dia de vida, os animais foram separados de suas mães para induzir 

jejum de 8 horas. A separação foi feita cuidadosamente, de maneira que os animais 

permanecessem aquecidos na gaiola com maravalha da respectiva mãe.  Em 

seguida, os neonatos receberam uma injeção intraperitoneal de estreptozotocina 

(STZ) - 120 mg/kg de peso corporal - diluída em tampão citrato de sódio 10 mM,  pH 

4,5. Os animais do grupo controle (sem a doença) receberam uma injeção 

intraperitoneal contendo apenas tampão citrato para simular o mesmo tipo de 

estresse pelo qual os animais doentes passaram. Após o procedimento, todos os 

animais foram mantidos com suas respectivas mães até completarem três semanas 

de vida (momento do desmame).    
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4.2 Desenho e grupos experimentais  

 

Foram 40 ratos Wistar Hannover, machos, recém-desmamados, distribuídos 

em cinco grupos:  

i) Grupo C – sedentário, não diabético e sem suplementação (água e ração ad 

libitum);  

ii) Grupo D – sedentário, diabético e suplementado com uma mistura de 

aminoácidos não essenciais (água e ração ad libitum);  

iii) Grupo DL – sedentário, diabético e suplementado com leucina (água e ração ad 

libitum); 

iv) Grupo DT – diabético, suplementado com uma mistura de aminoácidos não 

essenciais e que realizou treinamento de força (água e ração ad libitum); 

v) Grupo DLT – diabético, suplementado com leucina e que realizou treinamento de 

força (água e ração ad libitum). 

 

4.2.1 Rações 

 

  As rações foram preparadas, em forma de pellets, nas dependências do 

Biotério de Produção e Experimentação da Faculdade de Ciências Farmacêuticas e 

do Instituto de Química da Universidade de São Paulo, de acordo com as 

recomendações do American Institute of Nutrition (AIN-93M) (REEVES, 1997).  

 Ração controle – Cada quilograma da ração AIN-93M possui 620,692g de 

amido, 100g de sacarose, 50g de celulose, 140g de caseína, 1,8g L-cistina, 40g óleo 

de soja, 35g de mistura de minerais, 10g mistura de vitaminas, 2,5g de bitartarato de 

colina e 0,008g de terc-butil-hidroquinona. 

 Ração suplementada com aminoácidos não essenciais - Objetivando 

manter o mesmo teor de nitrogênio em relação à ração suplementada com leucina, a 

ração AIN-93M foi adaptada, havendo o acréscimo de uma mistura de aminoácidos 

não essenciais, sendo eles: alanina, ácido aspártico, glicina, prolina e serina. Não 

acrescentamos um único aminoácido não essencial para minimizarmos os possíveis 
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efeitos metabólicos que possam gerar qualquer dúvida sobre o papel efetivo da 

suplementação de leucina. 

 Para o cálculo da dieta isonitrogenada, o peso molecular do nitrogênio foi 

dividido pelo peso molecular da leucina e, assim, obter o valor da quantidade de 

nitrogênio por grama de aminoácido (N/g de leucina). Em seguida, ocorreu à 

multiplicação deste resultado pela quantidade em gramas de leucina que foi 

suplementada por quilo de ração (50g/kg) e, posteriormente, este resultado foi 

dividido pelo número de aminoácidos não essenciais adicionados à ração controle. 

Ao final, este novo resultado foi multiplicado pelo peso molecular de cada 

aminoácido adicionado e dividido pelo peso molecular do nitrogênio, resultando 

enfim, na quantidade em gramas de cada aminoácido adicionado na ração controle. 

 A quantidade dos aminoácidos adicionados foi de 6,79g de alanina, 10,16g de 

ácido aspártico, 5,72g de glicina, 8,78g de prolina e 8,01g de serina. Para o 

acréscimo de 39,46g da mistura de aminoácidos, foi retirada a mesma quantidade de 

amido da ração para manter o mesmo valor energético entre as rações.  

 Ração suplementada com leucina – partindo da formulação da dieta AIN-

93M, foi adicionada 5% de L-leucina (50g/1000g), ou seja, 50g de amido foram 

substituídos por L-leucina. Esta dose encontra-se dentro do maior nível de ingestão 

em que não alterou a concentração plasmática de ureia, marcador de toxicidade 

renal devido ao excesso de nitrogênio, após 13 semanas em ratos (TSUBUKU et al., 

2004). Além disso, Matskaki et al. (2005) não encontrou qualquer alteração na 

massa corporal, na ingestão alimentar, na atividade de biomarcadores de toxicidade 

hepática e renal como as enzimas aspartato aminotransferase, alanina 

aminotransferase, creatina fosfoquinase e fosfatase alcalina em ratos 

suplementados com 5% de leucina. 

 

4.2.2 Treinamento de força 

 

 O protocolo de treinamento de força utilizado neste experimento foi proposto 

por Hornberger e Farrar (2004), com duração de oito semanas. Os animais dos 

grupos DT e DTL foram submetidos a uma única sessão de treinamento por dia, três 

dias/semana, durante oito semanas (24 sessões ao total). O treino foi realizado com 
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auxílio de uma escada de 1,10 metros de comprimento/18 cm de largura, inclinada a 

80º, com espaço de dois cm entre os degraus (1,1m x 0,18m x 2cm, 80º de 

inclinação). Após o desmame (3ª semana de vida), todos os animais foram 

familiarizados às escaladas na escada desde a base até a parte superior do aparato. 

Ao longo desta semana de adaptação, esta familiarização foi repetida várias vezes 

até que os animais conseguissem voluntariamente escalar três vezes consecutivas 

sem necessidade de estímulo. Na 4ª semana de vida do animal, foi iniciada a 

primeira sessão de treinamento que consistiu em 4-8 escaladas na escada. Na 

primeira escalada, cargas equivalentes a 75% da massa corporal de cada animal 

foram anexadas à base da sua cauda que, ao chegar ao topo da escada, descansou 

por 2 minutos. A partir da segunda escalada foi acrescentado 30g a mais na cauda 

do animal (YANG et al., 2006). Este acréscimo de carga (+ 30g) ocorreu em cada 

escalada, até que o rato não consiga mais escalar todo o aparato (falha). A falha em 

escalar foi determinada quando o animal não conseguiu progredir na subida da 

escada após três estímulos sucessivos na cauda. A maior carga carregada por toda 

a escada foi considerada como a capacidade máxima de carregamento do rato, e foi 

tomada como base para a próxima sessão. 

 A partir da segunda sessão de treinamento, os ratos realizaram entre 4 a 9 

escaladas. Estas sessões consistiram de quatro escaladas com 50%, 75%, 90% e 

100% da capacidade máxima de carregamento do animal que foi determinada na 

sessão anterior. Durante as escaladas subsequentes, foram adicionados 30g até 

que uma nova capacidade máxima de carregamento foi determinada. Caso os ratos 

apresentassem dificuldades em escalar com a nova carga, a carga máxima obtida 

na sessão anterior foi mantida.  

  Antes da realização de cada sessão de treino, cada rato realizou duas 

escaladas sem peso anexado à sua cauda (aquecimento). Para verificar se a força 

dos animais treinados aumentou em relação à dos ratos sedentários e em relação a 

eles mesmos quando comparado com o início do treinamento, os animais de todos 

os grupos realizaram dois testes de força máxima (uma repetição máxima; 1 RM): no 

início da 4ª  semana de vida (equivalente à primeira semana de treinamento), e outro 

no início da 10ª semana de vida (equivalente à sétima semana de treinamento). 

Neste teste, a carga carregada previamente à fadiga dos animais (momento em que 

os animais não estavam aptos a escalarem a escada após três tentativas) foi 
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considerada a carga máxima levantada no teste. Também foi feito o cálculo de carga 

máxima carregada em relação à massa corporal do animal. 

 

4.3 Avaliação clínica e sistêmica  

 

  A partir da quarta semana de vida até o final do experimento, foi realizado o 

acompanhamento semanal (3 vezes/semana) da massa corporal dos animais com 

auxílio de balança digital e, na 12ª semana, o consumo de ração e água e da 

glicemia pós-prandial com aparelho de glicosímetro Accu-Chek Performa (Roche®) 

em amostras de sangue retiradas da veia caudal.   

 

4.4 Teste funcional do músculo esquelético 

 

  Para avaliar a capacidade motora voluntária dos animais diabéticos, foram 

realizados testes de contração muscular voluntária na terceira e décima primeira 

semana de vida dos animais, os quais são descritos a seguir. 

  Grip Meter ou Grip Strength – é feito por meio de um aparelho chamado 

dinamômetro que avalia a força de preensão. Os animais foram testados pelo 

sistema de força de preensão (modelo: DFE-002, San Diego Instruments, San 

Diego, Cal, USA), que é uma grade ligada a um transdutor de força. Por instinto, o 

animal se prende à grade com a pata dianteira enquanto o experimentador 

gentilmente puxa sua cauda e o aparelho mede a força de tração máxima aplicada e 

registrada em Newton (N). Neste teste, foram realizadas 3 séries de 10 aferições da 

força dos animais com uma pausa de 5 minutos entre as séries (BLANCO, 

ANDERSON & STEWARD, 2007; BUENO Jr et al., 2012; OSTLER et al., 2014).  

  Teste de ambulação – este teste determina o comprimento médio e a largura 

entre uma passada e outra das patas dianteiras, que foram tingidas com tinta não 

tóxica. Por três vezes consecutivas, o animal percorre livremente sobre papel em 

branco um pequeno corredor de madeira (50 cm de comprimento, 8 cm de largura e 

20 cm de altura das paredes laterais) (KENNEL et al., 1996; BUENO Jr et al., 2010). 
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4.5 Eutanásia dos animais 

 

 Ao completarem a 12ª semana de vida, os animais foram eutanasiados. Para 

evitar a influência de possíveis efeitos agudos do treinamento, os animais que 

pertenciam aos grupos DT e DLT foram eutanasiados 48h após a ultima sessão de 

treino (DONATTO et al., 2013). Amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas 

[(Jouan BR4i) 4 ºC, 3.000 rpm, 15 minutos] para obtenção do soro. Imediatamente 

após a eutanásia, os músculos EDL, sóleo e gastrocnêmio, localizado na pata 

traseira, foram extraídos, pesados e rapidamente imerso em nitrogênio líquido. 

Posteriormente, estas amostras foram armazenas em freezer (-80 °C)  

 

4.6 Análises séricas  

 

4.6.1 Perfil lipídico no soro 

 

 As concentrações séricas de triacilglicerol, HDL-colesterol, LDL-colesterol e 

colesterol total foram determinadas por método enzimático-colorimétrico, utilizando-

se kits da LABTEST, por meio do aparelho LABMAX. O VLDL-c foi calculado usando 

a equação de Friedewald da seguinte forma: VLDL-c = TG/5. O índice 

antiaterogênico (AAI) foi calculado de colesterol total e HDL-c usando a fórmula: 

AAI=HDL-c X 100 / CT – HDL-c (GUIDO & JOSEPH, 1992). 

 

4.6.2 Glicose de jejum no soro 

 

  Para a determinação da concentração sérica de glicose, foi utilizado um kit 

comercial (LabTest – Glicose PAP), e consiste num método proposto por Bergmeyer 

(1974) que envolve as seguintes reações: 

 

Glicose + O2 + H2O    Ácido Glucônico + H2O2 

 
2 H2O2 + 4-Aminoantipirina     Antipirilquinonimina + Fenol + 4 H2O 

Glicose oxidase 
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O peróxido de hidrogênio formado na oxidação da glicose reage com 4-

Aminoantipirina e fenol em reação catalisada pela peroxidase, formando 

antipirilquinonimina, cuja coloração vermelha tem intensidade proporcional à 

concentração de glicose da amostra. 

 

  4.6.3 Insulina de jejum no soro 

  

  A análise da concentração de insulina no soro foi realizada por meio do 

método imunoensaio multiplex, utilizando o kit rat serum adipokine panel 2 

LINCOplex. Os kits LINCOplex utilizam a tecnologia Multiple Analyte Profiling 

(xMAPTM) que compreende processo de coloração interna de microesferas de 

poliestireno com dois fluorocromos espectrais distintos. Utilizando uma proporção 

precisa destes dois fluorocromos, foram criados conjuntos de esferas, cada uma 

com sua individualização baseada em um código de cor. Cada esfera foi conjugada 

a um anticorpo analito-específico e lida em equipamento Lincoplex 200, através de 

sistema duplo de lasers que incide enquanto ela fluirá através do fluxo celular. Um 

feixe de laser detectará a microesfera (com um código de cor específico para o 

ensaio), enquanto o outro laser quantificará o sinal de repórter. 

 

4.7 Western Blotting 

 

4.7.1 Extração de proteínas 

 

  Em tampão de extração (água Milli-Q, RIPA 10x, 0,3M PMSF inibidor e 

inibidores de proteases e fosfatases 100x), o músculo EDL foi homogeneizado com 

auxílio de um polytron (Ika T10 basic) na velocidade máxima, em 3 bursts de 

aproximadamente 10 segundos cada. As amostras foram então centrifugadas por 25 

minutos a 13.000 rpm e 4o C, em seguida, o sobrenadante foi coletado, transferido 

para outro eppendorf e armazenado em freezer -80 o C. 

 

Peroxidase 
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4.7.2 Quantificação de proteína total 

 

  A concentração de proteína total do homogeneizado foi determinada por meio 

de um kit comercial (BCA Protein Assay kit – Pierce), seguindo o protocolo 

recomendado pelo fabricante. 

 

4.7.3 Preparo do gel de poliacrilamida 

 

  Foram preparados géis em bicamada, sendo a camada superior (gel de 

empilhamento) constituída de acrilamida a 5 %, 125 mM Tris (pH 6,8), 0,1 % SDS, 

0,1 % persulfato de amônia e 0,1 % TEMED; e o gel inferior (gel de separação) 

preparado com poliacrilamida nas concentrações de 7,5% e 10 %, 380 mM Tris (pH 

8,8), 0,1 % persulfato de amônia e 0,077 % TEMED.  

 

 4.7.4 SDS-PAGE  

 

  Baseado nos dados de proteína total obtida pelo kit de BCA, foi padronizado 

um total de 25 µg de proteína em cada amostra que foram combinadas com uma 

solução contendo 240 mM Tris, (pH 6,8), 40 % glicerol, 0,8 % SDS, 200 mM beta-

mercaptoetanol e 0,02 % azul de bromofenol. Após o aquecimento e resfriamento 

prévios destas amostras (durante 5 minutos cada etapa), as amostras foram 

submetidas à corrida no gel de poliacrilamida em eletroforese, inicialmente a 60 V. 

Uma vez que as proteínas ultrapassaram o gel de empilhamento, a voltagem foi 

aumentada para 120 V, sendo mantida até o final da corrida. 

  

4.7.5 Transferência de proteínas do gel para a membrana 

 

  O gel contendo a corrida das amostras foi incubado por 10 min em tampão de 

transferência (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 % SDS, 20 % metanol, pH 8,3). 

Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi hidratada por imersão em tampão 
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de transferência. A transferência das proteínas do gel para a membrana foi realizada 

em cuba de eletroforese contendo tampão de transferência sob corrente de 25 V 

durante 90 min.  

 

4.7.6 Sondagens das proteínas com anticorpos 

 

  Os sítios sem proteínas das membranas foram bloqueados com albumina 

bovina a 5 %, em tampão PBST, por 60 min sob agitação. Os anticorpos primários 

específicos para cada proteína de interesse [mTOR, phospho-mTOR (Ser2448), 

p70S6K e phospho-p70S6K (Thr389)] foram diluídos em PBST e, em seguida, foram 

utilizados para a incubação overnight das membranas sob agitação em geladeira a 4 

oC. Posteriormente, a membrana foi lavada com PBST por 3 vezes e, em seguida, 

foi incubada com anticorpo anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase de raiz 

forte (anticorpo secundário) diluído 1:10000 em PBST, durante 1 h sob agitação em 

geladeira.  

 

4.7.7 Revelação com sistema quimioluminescente 

 

  A solução de revelação foi preparada a partir da mistura dos reagentes 1 e 2 

do kit ECL Advance (GE Healthcare) na proporção 1:1, sendo esta mistura utilizada 

para umedecer as membranas. Os blots foram visualizados por um sistema de 

bioimagem ImageQuant™ 400 (GE Healthcare) que captura imagens por 7 minutos, 

e, logo após, as imagens foram analisadas pelo software ImageQuant TL (GE 

Healthcare). 
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5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

  Os resultados deste estudo foram expressos em média ± erro-padrão (SEM). 

Para análise estatística, foi feita a análise de variância (ANOVA) com pós-teste de 

Tukey para comparações entre as médias. Foi utilizado o software GraphPad Prism 

versão 6.0 (GraphPad Software, Inc) e adotado o valor de p ≤ 0,05.  
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RESUMO  

O músculo esquelético é um tecido fundamental na produção de força muscular, no 

movimento e na regulação do metabolismo em geral. No diabetes, é comum a 

manifestação de uma doença degenerativa do músculo esquelético, que é 

conhecida por miopatia diabética e é caracterizada principalmente pela perda de 

força e de massa muscular. Por serem potentes reguladores da via anabólica do 

mTOR e da síntese proteica muscular, têm sido destacado a importância da 

suplementação de leucina e do treinamento de força como intervenções para a 

manutenção das características morfológicas e funcionais do músculo esquelético. 

Neste estudo, foram investigados os efeitos crônicos da suplementação de leucina e 

do treinamento de força sobre a miopatia diabética em modelo experimental de 

diabetes mellitus induzido por estreptozotocina. Ambas as intervenções 

isoladamente foram eficazes em melhorar a força muscular e normalizar a glicemia 

de jejum e pós-prandial. Porém, o treinamento de força foi o maior responsável pelas 

maiores adaptações morfológicas e funcionais no músculo esquelético de ratos 

diabéticos, ou seja, proporcionou maior aumento de força e de massa muscular destes 

animais. Este estudo fornece informações importantes para o desenvolvimento de 

estratégias não farmacológicas para o tratamento da diabetes mellitus. 

 

Palavras-chave: Diabetes mellitus, atrofia muscular, miopatia diabética, leucina, 

treinamento de força. 

 

INTRODUÇÃO 

 

 Diabetes mellitus é uma doença crônica que afeta quase todos os processos 

biológicos, incluindo o metabolismo de proteínas, que resulta na diminuição de 

massa muscular esquelética, na perda da aptidão física, redução da produtividade e 

da qualidade de vida [1]. Apesar das causas de cada forma de diabetes (Tipo 1 ou 

Tipo 2) serem distintas, os distúrbios metabólicos resultantes da doença 

frequentemente se coincidem. Em ambos os tipos diabetes, é muito comum haver 

alterações degenerativas da massa muscular que prejudicam a morfologia e a 

funcionalidade deste tecido, que culmina com o quadro de miopatia diabética [2,3]. 
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 Atenuar a disfunção metabólica associada ao diabetes parece ser um desafio, 

no entanto, muitos estudos fornecem informações importantes sobre a etiologia 

celular e molecular da diminuição da massa muscular esquelética associada ao 

diabetes, e estes achados podem ser bastante úteis no desenvolvimento de novas 

terapias para indivíduos diabéticos [4]. 

 Estudos têm demonstrado que a suplementação de leucina (LEU) e a 

realização do treinamento de força (TF) apresentam um papel no anabolismo 

muscular por estimularem o início do processo de transcrição e tradução de 

proteínas por meio da sinalização na via do mTOR, que promove aumentos na força 

e massa muscular e regula o turnover proteico; assim, estas intervenções podem 

recuperar ou melhorar a capacidade funcional muscular [5,6,7], podendo desta 

maneira ser alternativas para prevenir as complicações do diabetes. 

 O treinamento de força induz o aumento na síntese de proteína muscular que 

pode se manter por horas ou dias após a sessão do treino, pois os esforços 

repetitivos destas sessões podem manter o turnover proteico muscular positivo. Este 

balanço proteico exige que a taxa de síntese proteica muscular (SPM) exceda a taxa 

de degradação de proteína muscular (MPB) [8], para que assim ocorra a hipertrofia 

muscular. O aumento da força muscular concomitante à hipertrofia do músculo 

esquelético é importante para indivíduos diabéticos com atrofia muscular. Nestes 

indivíduos, por meio da resistência a uma carga mecânica imposta sobre o músculo, 

o TF estimula processos celulares e moleculares que induzem a resposta 

hipertrófica, além de melhorar a sinalização da via de insulina e aumentar o 

transporte de glicose no tecido muscular esquelético [9,10,11]. 

 A ingestão de proteínas após o treinamento de força aumenta a 

disponibilidade de aminoácidos no plasma que ativam moléculas de sinalização, o 

que aumenta na SPM e induz hipertrofia muscular. Neste contexto, a leucina tem se 

destacado por ser um aminoácido que estimula a iniciação da tradução da síntese 

de proteínas por ativar a via do mTOR [12]. Além deste efeito, é provável que os 

benefícios da suplementação de leucina no tratamento do diabetes mellitus também 

estejam relacionados com a melhoria do metabolismo energético, do turnover 

proteico e da homeostase glicêmica [13]. 

 Portanto, diante do papel anabólico muscular da suplementação de leucina e 

do treinamento de força no remodelamento muscular, torna-se relevante investigar 

os efeitos crônicos destas intervenções (isolados ou combinados) na miopatia 
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diabética em modelo experimental de diabetes mellitus induzido por estreptozotocina 

(STZ). 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais e Tratamentos 

 

 Ratos machos com 5 dias de vida (40 animais ao total) foram separados de 

suas respectivas mães por 8 h e distribuídos em 2 grupos: um grupo diabético 

(n=32) que recebeu uma injeção intraperitoneal (ip) de STZ [120 mg/kg de peso 

corporal] diluído em tampão citrato [10mM de citrato de Na (pH 4,5)], e outro não 

diabético (n=8) que recebeu somente a injeção (ip) de tampão citrato com volume 

equivalente, sendo considerado o grupo controle (grupo C). No desmame (21 dias 

após o nascimento), todos os ratos que pertenciam ao grupo diabético apresentaram 

uma glicemia igual ou superior a 150 mg/dl, e foram incluídos no estudo. Em 

seguida, eles foram distribuídos em quatro grupos: grupo D (n=8) que recebeu uma 

ração isonitrogenada AIN-93M, que foi definida como dieta controle; o grupo DT 

(n=8) que recebeu a mesma ração isonitrogenada e que realizou o treinamento de 

força; o grupo DL (n=8) recebeu uma ração suplementada com 5% de L-leucina; e o 

grupo DLT (n=8) que consumiu a ração suplementada com 5% de L-leucina e que 

realizou o treinamento de força. As intervenções foram realizadas durante 8 

semanas. 

 As dietas experimentais foram preparadas de acordo com as recomendações 

do American Institute of Nutrition (AIN-93M). Com base nesta dieta, 50g de amido de 

milho/kg de ração foi substituída por 50g de L-leucina (dieta suplementada com 5% 

de L-leucina), ou por 50g de uma mistura de aminoácidos não essenciais (alanina, 

acido aspártico, glicina, prolina e serina) com quantidades equivalentes de nitrogênio 

comprado a ração com L-leucina, sendo assim uma dieta isonitrogenada [14]. 

 O protocolo de exercício de força consistiu em subir 9 vezes uma escada 

inclinada a 85°. As sessões de treinamento foram realizadas três vezes por semana 

na parte da manhã. Este protocolo corresponde a um modelo de treinamento de 

força utilizado em estudos com animais, e que mostra as mesmas adaptações 

fisiológicas deste tipo de treinamento em humanos [15]. Todos os métodos utilizados 
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neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética local no Uso de Animais de 

acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (protocolo: 14,2014-

P451). 

 Os animais foram mantidos em caixas individuais sob condições de 

temperatura ambiente controlada de 22 ± 2 ºC e de umidade relativa do ar de 55 ± 

10%, 15 a 20 trocas de ar por hora e com ciclo biológico invertido de 12/12 horas, 

com água e ração ad libitum. Foi realizado o acompanhamento semanal da massa 

corporal dos animais. O consumo de ração, água e a glicemia pós-prandial foram 

acompanhados semanalmente, no entanto, foram inseridos apenas os resultados da 

última semana. O acompanhamento semanal aconteceu desde 4ª semana até o final 

do. Ao final da 12ª semana de vida, os animais foram eutanasiados 48 horas após a 

última sessão de TF, com jejum de 6 horas. Os músculos extensor longo dos dedos 

(EDL), gastrocnêmio (GAS) e o sóleo (SOL) foram extraídos, pesados e congelados 

a -80° C. Também foram coletadas amostras de sangue que foram centrifugadas a 

12.000 rpm por 15 minutos a 4ºC, para obtenção do soro, para posterior análises 

das concentrações de glicose e insulina. 

  

Concentrações de glicose e insulina no soro 

 

 A concentração de glicose no soro foi avaliada pelo método colorimétrico-

enzimático, utilizando kits de reagentes Labtest®, já a de insulina sérica foi avaliada 

por meio do método de imunoensaio multiplex utilizando o kit rat serum adipokine 

panel 2 LINCOplex. 

 

Teste funcional do músculo esquelético 

 

 Para avaliar a força muscular, os animais foram testados pelo sistema de 

força de preensão chamado grip strength (modelo: DFE-002, San Diego Instruments, 

San Diego, Cal, USA), que é uma grade ligada a um transdutor de força. Por instinto, 

o animal se prende à grade com a pata dianteira enquanto o experimentador 

gentilmente puxa sua cauda e o aparelho mede a força de tração máxima aplicada e 

registrada em Newton (N). Neste teste, foram realizadas 3 séries de 10 aferições da 

força dos animais com uma pausa de 5 minutos entre as séries [16,17].  
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  O segundo teste funcional foi o teste de ambulação, no qual se determina o 

comprimento e a largura entre uma passada e outra das patas dianteiras que foram 

tingidas com tinta não tóxica. Por três vezes consecutivas, o animal percorreu 

livremente sobre papel em branco em um pequeno corredor de madeira (50 cm de 

comprimento, 8 cm de largura e 20 cm de altura das paredes laterais) [18,19]. Foi 

obtida a média dos dados de comprimento e de largura das 3 vezes consecutivas. 

 

Análise de Western Blotting 

 

 Em tampão de extração, o músculo EDL foi homogeneizado com auxílio de 

um polytron (Ika T10 basic) na velocidade máxima, em 3 bursts de aproximadamente 

10 segundos cada. As amostras foram então centrifugadas por 25 minutos a 13.000 

rpm e 4o C, em seguida, o sobrenadante foi coletado, transferido para outro 

eppendorf. A concentração de proteína total deste homogeneizado foi determinada 

por meio de um kit comercial (BCA Protein Assay kit – Pierce), seguindo o protocolo 

recomendado pelo fabricante. Baseado nos dados de proteína total obtida pelo kit 

BCA, 25 µg de proteína em cada amostra foi solubilizada em tampão Laemmli, 

sujeitas a SDS-PAGE (7,5% ou 10%) e, então, transferida para membrana de 

nitrocelulose Hybond-C Super (GE healthcare, AMERSHAM Biosciences, UK). Após 

a incubação por 1 hora com solução de bloqueio com 5% de albumina bovina sérica 

(BSA), as membranas foram incubadas com anticorpos primários: mTOR, phospho-

mTOR (Ser2448), p70S6K e phospho-p70S6K (Thr389). Posteriormente, foi feita 

incubação com o anticorpo secundário (anti-IgG de coelho), marcado com enzima 

peroxidase (HRP) (sigma), diluído 1:1.000 durante 1 hora. Após a lavagem das 

membranas com PBST 1x, as membranas foram expostas à reação com Kit ECL 

(Luminol 1,1%, Ácido P-Cumárico 0,48%, Tris 1M pH 8,5 11,1%, H2O destilada) por 

dois minutos para detecção das bandas resultantes por meio do sistema de 

bioimagem ImageQuant™ 400 (GE Healthcare) que captura imagens por 7 minutos, 

e, logo após, as imagens foram analisadas pelo software ImageQuant TL (GE 

Healthcare). 
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Análise estatística 

 

 Os resultados deste estudo foram expressos em média ± erro-padrão (SEM). 

Para análise estatística, foi feita a análise de variância (ANOVA) com pós-teste de 

Tukey para comparações entre as médias. Foi utilizado o software GraphPad Prism 

versão 6.0 (GraphPad Software, Inc) e adotado o valor de p ≤ 0,05.  

 

RESULTADOS 

 

Massa corporal; glicemia e insulina de jejum; glicemia pós-prandial; consumo 

de ração e água 

 

A Figura 1 e a Tabela 1 mostram a massa corporal e o peso dos músculos 

EDL, GAS e SOL, bem como a glicemia pós-prandial, glicemia e insulina de jejum os 

grupos experimentais. A partir da nona semana de vida até o final do experimento, a 

massa corporal dos ratos diabéticos não tratados (grupo D) foi menor comparada 

com o grupo C (p < 0,05). Neste estudo, não houve diferença estatística dos grupos 

DL, DT e DLT em relação ao grupo D (p > 0,05); por outro lado, também não foi 

observada diferença dos grupos DL, DT e DLT comparado com o grupo C (p > 0,05), 

o que indica que as intervenções propostas (isoladas ou combinadas) atenuaram a 

perda de massa corporal que é característica dos animais diabéticos.  

Os pesos absolutos dos músculos EDL e GAS foram menores no grupo D 

comparado com o grupo C (p < 0,05), sugerindo uma atrofia muscular neste modelo 

experimental de diabetes. Neste estudo, a suplementação de leucina e o 

treinamento de força (isolados ou combinados) não alteraram o peso absoluto e 

relativo do músculo EDL dos animais diabéticos. No entanto, não houve diferença 

estatística no peso absoluto do GAS dos grupos DL, DT, DLT comparado com o 

grupo C (p > 0,05), sugerindo que a leucina e/ou o treinamento de força podem 

atenuar a perda de massa muscular detectada nos animais diabéticos não tratados. 

Além disso, o peso relativo do GAS (peso absoluto do músculo/100g de peso do 

animal) dos grupos DT e DLT foram maiores em relação ao grupo D, e nestes 
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grupos treinados quando comparados com o grupo C, demonstrando o efeito 

anabólico do TF sobre o aumento de massa muscular (p < 0,05). Neste estudo, não 

houve diferença estatística nos pesos absoluto e relativo do SOL entre os grupos 

experimentais (p > 0.05); e não houve diferença estatística entre os grupos DL e D 

sobre os pesos relativos dos músculos avaliados, ou seja, a suplementação crônica de 

leucina não afetou este parâmetro nos ratos diabéticos. 

A suplementação de leucina e o treinamento de força melhoraram a 

hiperglicemia dos animais diabéticos. Os grupos DT, DL e DLT apresentaram 

menores valores de glicemias de jejum e pós-prandial comparados com o grupo D 

(p< 0,05), sem haver diferença estatística com o grupo C (p > 0,05), demonstrando 

que estas intervenções isoladas ou combinadas foram capazes de normalizar a 

glicemia neste modelo experimental de diabetes. Neste estudo, os animais 

diabéticos (grupo D) apresentaram uma hipoinsulinemia moderada quando 

comparado com o grupo C (p < 0,05), que é característica deste modelo 

experimental. Não houve diferença estatística entre os grupos DT, DL e DLT em 

relação ao grupo D, mas também não houve diferença entre estes grupos e o grupo 

C (p > 0,05), ou seja, as intervenções isoladas ou combinadas não reverteram a 

hipoinsulinemia dos animais diabéticos, mas foram capazes de melhorar a 

concentração de insulina sérica nestes animais. 

Os animais diabéticos que não receberam as intervenções tiveram maior 

consumo de ração e água comparado com os animais não diabéticos (grupo C) e 

animais diabéticos tratados (grupos DT, DL e DLT) (p < 0,05). Vale ressaltar que não 

houve diferença estatística (p > 0,05) entre os animais não diabéticos (grupo C) vs. 

animais diabéticos tratados (grupos DT, DL e DLT) (Tabela 1). 

 

Suplementação de leucina e treinamento de força melhoraram a força 

muscular e a capacidade de ambulação de ratos diabéticos 

 

A Figura 2 mostra que na décima primeira semana de vida, os animais do 

grupo D apresentaram menor força muscular e, menor comprimento e largura entre 

as passadas comparadas ao grupo C (p < 0,05), o que indica que a capacidade 

motora e funcional os animais diabéticos estava comprometida. A força de preensão 
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(grip strength) foi maior nos grupos DT, DL e DLT comparada com o grupo D e, não 

houve diferença estatística neste parâmetro nos grupos DT e DLT em relação ao 

grupo C, sugerindo que o treinamento de força isolado ou combinado com leucina 

pode reverter completamente a perda de força muscular nesta doença. 

Interessantemente, foi possível observar que a suplementação de leucina por si só foi 

capaz de atenuar a perda de força muscular. Além disso, a Figura 2A também mostra 

que houve diferença estatística entre os grupos DL e DLT na força muscular, 

demonstrando que a combinação das intervenções supera o efeito da leucina 

isolada sobre este parâmetro.  

Sobre a capacidade motora (ou de ambulação) dos animais diabéticos, as 

intervenções quando combinadas (grupo DLT) foram capazes de melhorar o 

expressivamente o comprimento e a largura entre as passadas dos animais 

diabéticos (p < 0, 05; Figuras 2B e 2C). É importante salientar que o treinamento de 

força isolado melhorou a largura das passadas dos ratos diabéticos.  

 

O treinamento de força combinado com a suplementação crônica de leucina 

recuperou a sinalização da via mTOR-p70S6K em ratos diabéticos 

 

Para esclarecer os efeitos anabólicos da suplementação de leucina e/ou do 

treinamento de força sobre a miopatia diabética no diabetes induzido por 

estreptozotocina foi avaliado a expressão proteica total e fosforilada do mTOR e da 

p70S6K no músculo EDL; dados mostrados nas Figuras 3A e 3B. Nos animais 

diabéticos não tratados (grupo D), as razões phospho-mTORSer2448/mTOR total e 

phospho-p70S6KThr389/p70S6K total foram menores comparadas com a do grupo 

controle (p < 0,05), o que mostra um prejuízo na ativação da via mTOR-p70S6k e 

sugere que os animais diabéticos apresentem uma menor SPM a nível molecular. 

Neste estudo, houve um aumento na fosforilação do mTOR em serina 2448 

nos grupos DT e DLT quando comparados com o grupo D (p < 0,05), sem haver 

diferenças destes grupos treinados com o grupo C, o que indica que o treinamento 

de força foi o principal responsável pela fofosrilação do mTOR neste estudo. Sobre a 

ativação da p70S6K, a fosforilação desta proteína em treonina 389 foi maior apenas 

no grupo DLT comparado com o grupo D (p < 0,05). Dessa forma, o treinamento de 
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força combinado com a suplementação de leucina recuperou a atividade da via do 

mTOR-p70S6K em animais diabéticos, que pode refletir em maior síntese proteica 

muscular; ao passo que a leucina isolada não afetou a via mTOR/p70S6K. 

 

DISCUSSÃO 

 

 Este estudo investigou os efeitos da suplementação crônica de leucina e do 

treinamento de força sobre a miopatia diabética em modelo experimental de diabetes 

mellitus induzido por estreptozotocina. Nossos resultados mostraram que o 

treinamento de força isolado ou combinado com leucina minimizaram os efeitos 

deletérios do diabetes mellitus sobre o músculo esquelético por meio do aumento da 

sinalização de vias moleculares envolvidas na síntese proteica muscular (SPM) e da 

melhora da capacidade motora funcional, bem como melhoraram alguns parâmetros 

metabólicos como glicemia de jejum e pós-prandial.  

 No diabetes mellitus, a atrofia muscular associada à miopatia diabética pode 

ser resultado da redução da síntese proteica e/ou do aumento exacerbado da 

degradação proteica muscular. Sabe-se que o músculo esquelético constitui 

aproximadamente 40% da massa corporal total, assim, qualquer distúrbio 

degenerativo neste tecido que leve à atrofia muscular está associado com a 

diminuição na qualidade de vida, com o aumento da morbidade e mortalidade de 

indivíduos diabéticos [20, 21].  

 Os resultados do presente estudo mostraram que o treinamento de força 

combinado com a suplementação de leucina recuperou a atividade da via do mTOR-

p70S6K em animais diabéticos, que pode refletir em maior síntese proteica muscular. 

Isto sugere que o estímulo anabólico do treinamento de força foi o fator 

predominante para a ativação desta via nos animais diabéticos, e que a leucina 

possa também ter participado como substrato para a tradução proteica muscular. 

Alguns estudos mostraram que a LEU ativou diretamente o mTOR após uma sessão 

de TF. No estudo de Walker et al. [22], a suplementação de LEU após o treino de 

força manteve a atividade da via do mTOR elevada por várias horas, levando a uma 

maior SPM em comparação com o grupo que não foi suplementado com leucina. 

Pasiakos et al. [23] demonstraram também que a LEU após o exercício de força 

aumentou a SPM.  
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 O TF induz a hipertrofia muscular por ser um potente estimulador de uma 

cascata sequencial que consiste em: (i) ativação da fibra muscular, (ii) ativação de 

vias de sinalização resultantes da deformação mecânica das fibras musculares, (iii) 

liberação de hormônios e indução de respostas imune/inflamatória, (iv) aumento na 

síntese proteica muscular devido a ativação da transcrição e tradução proteica, (v) 

aumento da área de seção da fibra muscular [24-27]. Neste tipo de treinamento, a 

hipertrofia muscular induzida pela sobrecarga mecânica imposta ao músculo é 

também bastante dependente da sinalização do mTOR no interior das fibras 

musculares [28,21]. Esta influência do TF sobre a via do mTOR explica os dados 

obtidos sobre a ativação da via mTOR-p70S6K em animais diabéticos que 

realizaram treino de força. 

 Em nosso estudo, a suplementação de leucina (sem o estímulo mecânico do 

TF) não afetou a via mTOR-p70S6K. Sobre estes resultados, é possível que o tempo 

de intervenção ou a quantidade fornecida na dieta foram aquém do necessário para 

vencer a resistência anabólica muscular no diabetes. A leucina se destaca entre os 

aminoácidos essenciais por estimular a tradução proteica e, subsequentemente, 

aumentar a taxa de SPM e o crescimento muscular [29,30]. No entanto, para que a 

leucina promova estes efeitos é necessário que a sua quantidade ingerida seja 

suficientemente alta para que ocorra ativação da via mTOR-p70S6K e forneça 

subsídios para que a célula muscular esquelética recupere sua capacidade em 

sintetizar proteínas miofibrilares, que está prejudicada no DM [31]. No diabetes, a 

cetoacidose aumenta a taxa de oxidação de aminoácidos de cadeia ramificada, 

principalmente a leucina, e o estado inflamatório aumenta as taxas de degradação 

proteica [1], o que possivelmente pode ter prejudicado o efeito da leucina sobre a 

ativação da via mTOR-p70S6K nos animais diabéticos. 

 A ativação da via anabólica mTOR-p70S6K por meio do treinamento de força 

combinado com a dieta suplementada com leucina foi crucial para atenuar a atrofia 

muscular esquelética em ratos diabéticos. Nossos achados não mostraram diferença 

estatística no peso absoluto do músculo gastrocnêmio dos grupos DL, DT, DLT 

comparados com o grupo C, sugerindo que a leucina e/ou o treinamento de força 

podem atenuar a perda de massa muscular detectada nos animais diabéticos não 

tratados. O peso relativo do GAS dos grupos que realizaram o treinamento de força 

(DT e DLT) aumentou aproximadamente 16% e 22%, respectivamente, em relação 

ao dos animais diabéticos sem tratamento (grupo D), demonstrando o efeito 
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anabólico do TF sobre o aumento de massa muscular. Embora não tenha mostrado 

significância estatística, o peso relativo do músculo GAS no grupo que recebeu 

apenas a suplementação de leucina aumentou 7% comparado com o grupo D. Estes 

dados sugerem que, em animais diabéticos, o sinal anabólico muscular da LEU e a 

sua influência na hipertrofia muscular depende do estímulo mecânico do treinamento 

de força, diferentemente do que ocorre em indivíduos saudáveis [19]. 

   Ainda sobre os resultados dos pesos dos músculos, a suplementação de 

leucina e o treinamento de força (isolados ou combinados) não alteraram os pesos 

absoluto e relativo do músculo EDL dos animais diabéticos; a proporção entre o 

tamanho do músculo e do corpo do animal assim como o tempo de intervenção 

utilizado neste estudo (8 semanas) podem ter influenciado este resultado. Um 

músculo pequeno como o EDL provavelmente precisa de um tempo de intervenção 

mais prolongado para que seja possível observar sinais de hipertrofia deste músculo.  

 Sobre a capacidade funcional e motora, o treinamento de força isolado ou 

combinado com leucina recuperou a força muscular e melhorou expressivamente a 

capacidade de ambulação (comprimento e a largura entre as passadas) dos animais 

diabéticos. Nosso estudo mostrou que a força de preensão foi maior nos grupos DT 

e DLT comparados com o grupo D, sem haver diferença estatística entre os grupos 

treinados e o grupo C, ou seja, o TF aumentou a força muscular em ratos diabéticos.  

Achados semelhantes foram encontrados nos estudos de Call et al. [32] e de Chen 

et al. [33]. Por outro lado, no estudo de Kim et al. [34], o  treinamento de força não 

melhorou a força de preensão em ratos diabéticos da linhagem Zucker.  

 Interessantemente, observamos que a suplementação de leucina por si só foi 

capaz de atenuar a perda de força muscular dos animais diabéticos.  Entretanto, a 

força de preensão do grupo DT foi maior que a do grupo DL, demonstrando que o 

treinamento de força supera o efeito da leucina neste parâmetro. Diferentemente do 

que nosso estudo mostrou no que diz respeito ao teste de ambulação, Zanchi et al. 

[19] mostrou que a dieta suplementada com leucina prejudicou a capacidade motora 

em ratos com atrofia muscular induzida por dexametasona.  

A suplementação de leucina e o treinamento de força melhoraram a 

hiperglicemia dos animais diabéticos. Em nosso estudo, os animais diabéticos 

treinados (DT, DL e DLT) apresentaram menores valores de glicemias de jejum e 

pós-prandial comparados com o grupo D, sem haver diferença estatística com o 

grupo C, demonstrando que estas intervenções de maneira isolada foram capazes 
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de normalizar a glicemia neste modelo experimental de diabetes. Interessantemente, 

a suplementação de leucina por si só induziu este efeito na glicemia dos animais 

diabéticos, semelhante ao resultado encontrado por WILKINSON et al. [35] em 

indivíduos com diabetes tipo 2. Por outro lado, quando administrada em altas doses, 

a suplementação de leucina pode prejudicar a sinalização de insulina e a captação 

de glicose de ratos obesos alimentados com dieta alta em gordura, como diz Ham et 

al. [36]. Dada as controvérsias sobre o papel da leucina na homeostase glicêmica, 

são necessários mais estudos envolvendo esta abordagem. 

Neste estudo, os animais diabéticos não tratados apresentaram uma 

hipoinsulinemia moderada, que é característica do modelo experimental de diabetes 

utilizado. A suplementação crônica de leucina e/ou o treinamento de força não 

reverteram a hipoinsulinemia dos animais diabéticos, mas foram capazes de 

melhorar a concentração de insulina sérica nestes animais. Alguns trabalhos já 

mostraram que o TF é capaz de aumentar a produção e secreção de insulina em 

ilhotas pancreáticas isoladas de ratos com diabetes tipo 1 descompensado [37,38]. 

Além deste efeito, o TF aumenta a sensibilidade à insulina nos tecidos periféricos, 

como o músculo esquelético, e a captação de glicose, efeitos estes que podem 

persistir por até 24-48 horas após uma sessão de exercício [39,40]. 

 Interessantemente, observamos que a suplementação de leucina por si só foi 

capaz de melhorar a concentração de insulina sérica nos animais diabéticos. Isto é 

explicado por meio do efeito da suplementação de leucina como secretagogo de 

insulina, que ocorre por meio de dois mecanismos: a leucina sofre uma deaminação 

para, então, produzir o alfa-cetoisocaproato (KIC) [41] ou a leucina ativa 

alostericamente o glutamato desidrogenase (GDH) [42]. Os dois mecanismos 

aumentam a razão ATP/ADP intracelular e causa a liberação da insulina (fase rápida 

de secreção deste hormônio). Esta melhora na concentração de insulina sérica de 

animais diabéticos após a suplementação crônica de leucina também pode ter 

contribuído para que estes animais apresentassem uma menor concentração sérica 

de glicose. 

 Em adição, a suplementação de leucina bem como o treinamento de força foi 

capaz de reduzir manifestações clínicas tais como, polifagia e a polidipsia presentes 

no diabetes (p < 0,05; Tabela 1). Estudos em animais e humanos sugerem que a 

leucina atua como um nutriente sinalizador da redução do consumo de calorias, seja 
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por ativar o mTOR, por aumentar as concentrações de colecistoquinina ou por 

diminuir moderadamente a pressão antral (intestino) [43-45]. Em humanos o 

treinamento de força é capaz de diminuir a ingestão de gorduras e calorias após 8 

meses de treinamento [46]. 

 A partir dos resultados deste estudo, conclui-se que a suplementação crônica 

de leucina e o treinamento de força foram eficazes em melhorar a força muscular e 

normalizar a glicemia de jejum e pós-prandial em animais diabéticos. Porém, o 

treinamento de força foi responsável pelas maiores adaptações morfológicas e 

funcionais no músculo esquelético de ratos diabéticos, ou seja, proporcionou maior 

aumento da força e da massa muscular destes animais, bem como foi capaz de 

normalizar a glicemia de jejum e pós-prandial como a leucina. De fato, o músculo 

esquelético foi mais sensível ao treinamento de força em comparação a 

suplementação de leucina, porém, ambos potencializaram os efeitos da síntese 

proteica no músculo esquelético por meio da regulação da via mTOR-p70S6K e do 

turnover proteico.  

 Este estudo fornece informações importantes para o desenvolvimento de 

estratégias não farmacológicas para o tratamento do diabetes mellitus, em particular, 

naquele indivíduo diabético que depende da insulina exógena. Vale ressaltar que a 

insulina exógena por si só não é suficiente para estimular a síntese proteica 

muscular no estado pós-prandial, isto requer uma maior ingestão de quantidade de 

proteína por meio de uma dieta suplementada com aminoácidos essenciais e de 

preferência rica em leucina. 
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 Figura 1. Evolução semanal da massa corporal dos grupos experimentais. Valores em média ± erro padrão (n=7 por grupo). *, p < 0.05 
vs. Grupo C. ANOVA two-way seguido por teste de Tukey. C, grupo controle; D, grupo diabético; DT, grupo diabético que realizou apenas o 
treinamento de força; DL, grupo diabético que recebeu apenas a dieta suplementada com leucina; DLT, grupo diabético que recebeu a ração 
suplementada com leucina e que realizou o treinamento de força. 
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Tabela 1. Efeitos do treinamento de força e leucina no peso dos músculos absoluto e relativo, glicose pós-prandial e de jejum, 

insulina de jejum e consumo de ração e água dos grupos experimentais.  

 C D DT DL DLT 

EDL (g) 0,137 ± 0,002 0,106 ± 0,007$ 0,115 ± 0,002$ 0,114 ± 0,003$ 0,114 ± 0,002$ 

EDL (g/100g) 0,040 ± 0,000 0,039 ± 0,002 0,040 ± 0,001 0,041 ± 0,001 0,043 ± 0,000 

GAS (g) 1,591 ± 0,027 1,365 ± 0,072$ 1,565 ± 0,54 1,502 ± 0,047 1,502 ± 0,047 

GAS (g/100g) 0,470 ± 0,007 0,467± 0,009 0,545 ± 0,007$# 0,500 ± 0,007* 0,570 ± 0,024$# 

SOL (g) 0,116 ± 0,004 0,101 ± 0,005 0,116 ± 0,002 0,112 ± 0,004 0,112 ± 0,007 

SOL (g/100g) 0,035 ± 0,000 0,085 ± 0,046 0,0417 ± 0,002 0,037 ± 0,000 0,040 ± 0,000 

Glicose pós-prandial (mg/dl) 122,8 ± 3,032# 389,4 ± 71,14 163,1 ± 35,08# 146,5 ± 17,88# 129,7 ± 10,29# 

Glicose de jejum (mg/dl) 85,9 ± 7,29 310,8 ± 57,38$ 175,5 ± 10,18# 181,8 ± 21,11# 176,5 ± 27,78# 

Insulina de jejum (pg/ml) 3022 ± 406,3 1362 ± 282,0$ 2183 ± 575,8 1622 ± 399,8 1911 ± 320,2 

Consumo de ração (g/24h) 15.1±5.27 42.8±5.91$ 30.1±2.73$# 17.9±6.04# 22.6±2.27$# 

Consumo de água (ml/24h) 33.2±3.28 85.14±27.54$ 41.65±5.11# 26.21±1.96# 27.62±1.98# 

EDL, extensor longo dos dedos; GAS, gastrocnêmio; SOL, sóleo. C, grupo controle; D, grupo diabético; DT, grupo diabético que realizou 
apenas o treinamento de força; DL, grupo diabético que recebeu apenas a dieta suplementada com leucina; DLT, grupo diabético que recebeu 
a ração suplementada com leucina e que realizou o treinamento de força. glicemia pós-prandial, ração e água representam a última semana. 
Valores em média ± erro padrão, n = 8 por grupo. ANOVA one-way seguido por teste de Tukey. 
 

$ Vs. grupo C (p < 0,05)  

# Vs. grupo D (p < 0,05)  

* Vs. grupo DLT (p < 0,05) 
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Figura 2. Parâmetros funcionais da musculatura esquelética dos grupos experimentais (n=8 por grupo). (A) grip strength (força em N); (B) 
capacidade de ambulação (comprimento entre as passadas - em cm); (C) capacidade de ambulação (largura entre as passadas em cm). 
Valores em média ± erro padrão. C, grupo controle; D, grupo diabético; DT, grupo diabético que realizou apenas o treinamento de força; DL, 
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grupo diabético que recebeu apenas a dieta suplementada com leucina; DLT, grupo diabético que recebeu a ração suplementada com leucina 
e que realizou o treinamento de força. Colunas com letras diferentes são significativamente diferentes (p < 0,05). NS indica sem diferença 
estatística (p > 0,05). 
  



58 

 

p
h

o
s

p
h

o
S

e
r
2

4
4

8
/t

o
ta

l 
m

T
O

R
 r

a
ti

o

(A
r
b

it
r
a

r
y

 U
n

it
s

)

C D D T D L D L T

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

b b

b

a

a b

A

 

 

p
h

o
s

p
h

o
T

h
r
3

8
9
/t

o
ta

l 
p

7
0

S
6

K
 r

a
ti

o

(A
r
b

it
r
a

r
y

 U
n

it
s

)

C D D T D L D L T

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

a

b
b

a b

a b

B

 

Figura 3. Leucina e treinamento de força sobre a via dependente de mTOR (mTOR, p70S6K). (A) Representa os efeitos de LEU e RT no 
músculo EDL pela razão phospho/total mTOR, (B) Representa a razão phospho/total p70S6K. Dados estão apresentados em média ± erro 
padrão e normalizados pela b-actina. Colunas com letras diferentes são significativamente diferentes (p < 0,05). C, grupo controle; D, grupo 

diabético; DT, grupo diabético e treinamento de força; DL, grupo diabético e leucina; DLT, grupo diabético, leucina e treinamento de força. (n = 

8). NS indica sem significância (p > 0,05). 

Total-mTOR 

Phospho- mTOR
Ser2448

 

β-actin 

Total-p70S6K 

Phospho-p70S6K
Thr389

 

β-actin 

 



59 

 

7. CAPÍTULO 2/ARTIGO 2 

 
Treinamento de força isolado ou combinado com suplementação de leucina 

melhorou o perfil lipídico de ratos diabéticos, enquanto que a leucina isolada 
não alterou este parâmetro lipídico 

 
 
 
 

Carlos Eduardo C Martins1*, Vanessa B de Sousa Lima1 e Julio Tirapegui1. 

 

 

1Departmento de Alimentos e Nutrição Experimental, Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, SP, Brazil 

 

 

*Correspondência: martinscec@usp.br 

 

 

Contribuição dos autores: 

C.E.C.M.; V.B.S.L. e J.T. formulação do projeto; C.E.C.M.; V.B.S.L. 
conduziram a pesquisa; C.E.C.M.; V.B.S.L. analisaram os dados; C.E.C.M.; V.B.S.L. 
e J.T. escreveram o artigo; J.T. orientador que revisou os dados e o manuscrito. 

 
 
 
 
Autor correspondente 
Carlos Eduardo Carvalho Martins*  
Av. Professor Lineu Prestes, 580, bloco 14, 05508-900, São Paulo, São 

Paulo, Brasil 
Tel.: +55-11-3091-3309; fax: +55-11-3815-4410 
E-mail address: martinscec@usp.br 
 
 
 
 

Enviado para o periódico: Lipids in Health and Disease. Fator de Impacto 2.219. 

  

mailto:martinscec@usp.br


60 

 

RESUMO  

 

Introdução: Diabetes mellitus está associado com a dislipidemia, o que contribui 

para um elevado risco de desenvolver trombose, aterosclerose e doenças 

cardiovasculares. O treinamento de força melhora o perfil lipídico em indivíduos 

dislipidêmicos; e a suplementação de leucina pode também alterar este parâmetro 

metabólico em animais obesos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os 

efeitos destas intervenções (isoladas e/ou combinadas) no perfil lipídico sérico de 

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. 

Resultados: Ratos Wistar neonatos com diabetes induzido por estreptozotocina 

foram tratados com ração suplementada com 5% de leucina e/ou realizaram 

treinamento de força (3 vezes/semana) durante 8 semanas, e foram distribuídos nos 

grupos DL, DT e DLT. Os outros dois grupos de animais receberam uma dieta 

isonitrogenada AIN-93M, que foi definida como dieta controle: Grupo D (diabético 

não tratado) e grupo C (não diabético). Foram avaliados: colesterol total (CT), 

lipoproteína de alta densidade (HDL-c), triglicérides (TG), lipoproteína de densidade 

baixa (LDL-c), lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL-c), índice 

antiaterogênico (AAI) e glicemia de jejum. VLDL-c foi calculado por meio da equação 

de Friedewald`s. O índice AAI (razão HDL-c/CT) possui uma relação inversa com o 

risco aterogênico, e é considerado um preditor de risco de doença coronariana. O 

CT do grupo D foi maior do que o do grupo C; e nos grupos diabéticos treinados (DT 

e DLT), este parâmetro foi menor do que o do grupo D (p< 0,05). Adicionalmente, 

após 8 semanas de treinamento de força, o HDL-c aumentou nos grupos diabéticos 

treinados quando comparados com o grupo D (p< 0,05), mas não alterou no grupo 

que recebeu apenas a ração suplementada com leucina (DL). O AAI dos grupos 

diabéticos treinados foi maior do que no grupo D (p< 0,05). 

Conclusão: A redução no colesterol total, o aumento no HDL-c e o maior índice 

antiaterogênico em ratos diabéticos treinados demonstram um efeito protetor do 

treinamento de forca sobre o perfil lipídico. No entanto, a suplementação de leucina 

isolada não promoveu melhoras significativas nestas lipoproteínas no sangue. 

Palavras-chave: treinamento de força, leucina, diabetes mellitus, ratos, perfil 

lipídico. 
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INTRODUÇÃO 

 

 Diabetes mellitus (DM) é definido como um grupo de doenças metabólicas, no 

qual a hiperglicemia é acompanhada de uma piora na função ou secreção de 

insulina em diabetes tipo 1 e 2, respectivamente [1]. Ratos neonatos tratados com 

estreptozotocina (STZ) desenvolvem, quando adultos, poliuria, polifagia, polidipsia e 

hiperglicemia moderada (glicemia entre 120 a 360 mg/dl). Estudos já mostraram que, 

em 8 semanas, os animais apresentam piora da tolerância à glicose e uma queda de 

50% na concentração de insulina pancreática, o que causa uma hipoinsulinemia 

moderada [2,3]. 

 As causas de cada forma de diabetes (tipo 1 ou tipo 2) são distintas, mas as 

doenças associadas ao DM frequentemente se assemelham. Em ambos os tipos de 

diabetes, ocorrem alterações no metabolismo de lipídeos e de lipoproteínas. No DM, 

a dislipidemia está associada com aumento do estresse oxidativo e tem sido 

implicada na patogênese da doença aterotrombótica macrovascular [1,4]. A 

hipercolesterolemia em ratos diabéticos induzidos por STZ pode ser resultado da 

elevada síntese de lipoproteínas ricas em ésteres de colesterol e/ou do bloqueio da 

remoção das LDL-c no sangue [5]. 

 A suplementação de leucina (SL) tem potencial efeito terapêutico sobre a 

síntese proteica muscular, controle da massa corporal e metabolismo de glicose em 

animais obesos [6-10]. Estes estudos suportam a hipótese de que a leucina possui 

um importante papel na regulação do metabolismo de glicose e do balanço 

energético por afetar diretamente tecidos periféricos, como por exemplo, tecido 

adiposo branco, fígado e músculo. Um estudo recente de Liu et al. [10] mostrou que 

este aminoácido pode facilitar a captação de glicose induzida pela insulina e a 

fosforilação de Akt nas células musculares esqueléticas, sustentando a importância 

da leucina sobre a homeostase glicêmica. 

 A leucina também pode alterar o perfil lipídico em modelo experimental de 

obesidade. A SL é capaz de reduzir o colesterol total sérico; e esta resposta é 

independente de alterações na massa corporal total ou na gordura corporal [11]. 

Zhang et al. [9] observaram que a redução nas concentrações de colesterol no 

sangue em ratos obesos suplementados com leucina foi independente da menor 
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adiposidade corporal. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares 

que explicam as alterações no metabolismo do colesterol resultantes da 

suplementação de leucina. É possível que este aminoácido estimule uma maior 

síntese de ácidos graxos no músculo, que é acompanhada pela concomitante 

redução na síntese destes lipídeos no fígado, sendo considerado um possível efeito 

da leucina sobre o metabolismo lipídico [12]. 

 Em adição a estes efeitos terapêuticos, o treinamento de força (TF) tem sido 

considerado uma importante intervenção terapêutica não farmacológica. Em ratos 

diabéticos induzidos por STZ, o TF aumentou a força muscular e a secreção de 

interleucina-15 (IL-15) que é uma citocina liberada no músculo esquelético e sua 

concentração está reduzida no diabetes, além de reduzir a adiposidade e a 

inflamação associada à obesidade e melhorar o perfil lipídico [13,14]. Na literatura, 

há poucos estudos que destacam os efeitos do TF sobre o metabolismo de 

lipoproteínas no diabetes, e alguns destes dados são ainda bastante controversos. 

Pesquisas já mostraram que TF combinado com treinamento aeróbio aumenta o 

HDL-c e reduz o LDL-c [15,16]. Por outro lado, estudos realizados em humanos 

mostraram que TF isolado reduziu ou não alterou as concentrações de LDL-c no 

sangue [17,18], bem como diminuiu ou aumentou o HDL-c sanguíneo [19,20]. 

Apesar das controvérsias, Fahlman et al. [21] mostraram que o RT isolado é capaz 

de alterar o metabolismo de lipoproteínas, o que pode ajudar na prevenção de 

doenças cardiovasculares e aterosclerose. 

 Neste trabalho, investigamos os efeitos de duas intervenções terapêuticas 

sobre o perfil lipídico de ratos diabéticos induzidos por STZ: um programa de 

treinamento de força isolado ou combinado com a suplementação crônica de 

leucina.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Ratos machos com 5 dias de vida (40 animais ao total) foram separados de 

suas respectivas mães por 8 h e distribuídos em 2 grupos: um grupo diabético 

(n=32) que recebeu uma injeção intraperitoneal (ip) de STZ [120 mg/kg de peso 

corporal] diluído em tampão citrato [10mM de citrato de Na (pH 4,5)], e outro não 
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diabético (n=8) que recebeu somente a injeção (ip) de tampão citrato com volume 

equivalente, sendo considerado o grupo controle (grupo C) [22]. No desmame (21 

dias após o nascimento), todos os ratos que pertenciam ao grupo diabético 

apresentaram uma glicemia igual ou superior a 150 mg/dl, e foram incluídos no 

estudo. Em seguida, eles foram distribuídos em quatro grupos: grupo D (n=8) que 

recebeu uma ração isonitrogenada AIN-93M, que foi definida como dieta controle; o 

grupo DT (n=8) que recebeu a mesma ração isonitrogenada e que realizou o 

treinamento de força; o grupo DL (n=8) recebeu uma ração suplementada com 5% 

de L-leucina; e o grupo DLT (n=8) que consumiu a ração suplementada com 5% de 

L-leucina e que realizou o treinamento de força. As intervenções foram realizadas 

durante 8 semanas. 

 As dietas experimentais foram preparadas de acordo com as recomendações 

do American Institute of Nutrition (AIN-93M). Com base nesta dieta, 50g de amido de 

milho/kg de ração foi substituída por 50g de L-leucina (dieta suplementada com 5% 

de L-leucina), ou por 50g de uma mistura de aminoácidos não essenciais (alanina, 

acido aspártico, glicina, prolina e serina) com quantidades equivalentes de nitrogênio 

comprado a ração com L-leucina, sendo assim uma dieta isonitrogenada [23]. 

 O protocolo de exercício de força consistiu em subir 9 vezes uma escada 

inclinada a 85°. As sessões de treinamento foram realizadas três vezes por semana 

na parte da manhã. Este protocolo corresponde a um modelo de treinamento de 

força utilizado em estudos com animais, e que mostra as mesmas adaptações 

fisiológicas deste tipo de treinamento em humanos [24]. Todos os métodos utilizados 

neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética local no Uso de Animais de 

acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (protocolo: 14,2014-

P451). 

 As concentrações séricas de colesterol total, triglicérides, lipoproteína de alta 

densidade (HDL), lipoproteína de baixa densidade (LDL) e glicemia de jejum foram 

avaliadas por método enzimático, utilizando kit’s Labtest® (Labtest® diagnóstica AS 

, Brasil). O VLDL-c foi calculado, utilizando a equação de Friedewald da seguinte 

forma: VLDL-c = TG/5. O índice antiaterogênico foi calculado, usando a fórmula AAI 

= HDL-c x 100 / CT - HDL-c) [25]. Este índice tem uma relação inversa com o risco 

de desenvolver doença cardíaca coronariana causada por alterações aterogênicas 

em lipoproteínas no sangue. O massa corporal da ultima semana também foi 
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mensurada. Os resultados foram expressos como média ± SEM. As variáveis 

dependentes foram testadas por one-way, seguido pelo pós teste de Tukey para 

análises de comparação múltiplas. As diferenças foram consideradas significativas 

quando p < 0,05. 

 

RESULTADOS E DICUSSÃO 

 

 A Figura 1 mostram os resultados da glicemia de jejum e perfil lipídico no soro 

dos grupos experimentais. O CT sérico foi maior no grupo D comparado com o grupo 

C (p < 0,05). Além do seu efeito sobre a captação de glicose, a insulina também 

desempenha um papel importante no metabolismo dos lipídeos. Em condições 

normais, a insulina aumenta a remoção de LDL-c do sangue [26], e a redução na 

ação ou secreção de insulina no diabetes desencadeia um quadro de 

hipercolesterolemia [26, 27]. Em nosso estudo, o colesterol total sérico foi reduzido 

apenas nos animais diabéticos que realizaram o treinamento (DT e DL) em relação 

ao grupo D. Resultados semelhantes foram observados em homens diabéticos tipo 1 

que foram submetidos a um treinamento de força [28]. Lira et al. [29] mostraram que 

o RT realizado em baixa, moderada ou alta intensidades melhora o perfil lipídico em  

homens não treinados, mas os mecanismos que explicam este efeito ainda não 

estão claros. Os autores especularam que a redução do colesterol total foi resultado 

da elevada transferência de ésteres do colesterol provenientes de lipoproteínas e 

dos tecidos para o HDL-c. Os mecanismos que explicam esta elevada transferência 

incluem o aumento na atividade da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), enzima 

responsável pela transferência de éster de colesterol ao HDL-c. Logo após uma 

sessão de treinamento físico, estudos mostraram que a atividade da LCAT encontra-

se elevada [29-31]. 

 O HDL-C foi significativamente maior nos grupos DT e DLT comparado com o 

grupo D (p < 0,05), que também suporta um modelo de diabetes induzida por STZ 

com treinamento de força [14,32]. Estes dados CT e HDL-c confirmam o efeito 

benéfico do treinamento de força sobre o perfil lipídico sérico, e que pode ter um 

efeito protetor contra doenças cardiovasculares, como foi demonstrado pelo índice 

antiaterogênico (índice AAI) [33,34]. Em nosso estudo, este índice foi maior nos 
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grupos DT e DLT do que nos grupos C, D e DL (p < 0,05), o que pode estar 

relacionado com propriedades antiaterogênicas do HDL-c, ou seja, além de 

transportar o colesterol circulante e entregá-lo para o fígado, esta lipoproteína possui 

outras funções ateroprotetoras e propriedades anti-inflamatória, antioxidante e 

vasodilatadora. Uma partícula de HDL-c com estrutura e função normais possui 

elevada capacidade antioxidante [35]. 

 Alguns estudos relatam que a suplementação de leucina durante 6 semanas 

reduziu a concentração de CT no soro, mas não a de TG e de HDL-c [11], e 14 

semanas de suplementação de leucina em água diminui o CT e o LDL-c em animais 

obesos induzidos dieta rica em gordura [9]. No entanto, neste estudo, não foram 

observadas diferenças no CT, TG, HDL-c, LDL-c, VLDL-c e valores de AAI entre os 

grupos D e DL (p > 0,05), o que mostra que a suplementação de leucina por si só 

não foi capaz de modular o perfil lipídico no soro. Um possível fator que explica 

estes resultados discordantes pode estar relacionado com a característica do 

modelo experimental de diabetes utilizado neste estudo, um modelo de DM não 

associado à obesidade. 

 A glicemia de jejum no soro foi menor nos animais diabéticos treinados 

(grupos DT e DLT) comparados com o grupo D. Este resultado está associado com 

o fato de que o RT aumenta a captação de glicose sanguínea pelo músculo 

esquelético por meio de mecanismos dependentes e independentes de insulina. O 

exercício aumenta a translocação do GLUT-4 para a membrana das células 

musculares esqueléticas; além de aumentar a sensibilidade à insulina nos tecidos 

periféricos e a captação de glucose estimulada pela insulina, efeitos que podem 

persistir por até 24-48 horas após uma sessão de exercício [36, 37]. 

 A redução da concentração sérica de glicose no grupo DL pode estar 

relacionada com a ação da leucina na recuperação da via de sinalização da cascata 

de insulina [38]. No estudo de Liu et al. [10], em células musculares esqueléticas, a 

captação de glicose estimulada pela insulina e a fosforilação da AKT foram inibidas 

com o uso de wortmanina, inibidor de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), mas esta 

inibição foi parcialmente revertida pela leucina. Adicionalmente, a recuperação da 

fosforilação da Akt induzida pela leucina foi bloqueada pela inibição do complexo 2 

da proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTORC2), o que demonstra que este 

aminoácido pode recuperar a via de sinalização da insulina e a captação de glicose 
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dependente deste hormônio no músculo esquelético por meio do mTORC1 e o 

mTORC2, revelando um importante papel da leucina na homeostase da glicose. 

 A Figura 2 mostra os resultados da massa corporal dos grupos experimentais 

ao final das 8 semanas de tratamento. Estes dados revelam que não houve 

diferença na massa corporal entre os grupos D, DT, DLT e DL (p > 0,05). Neste 

estudo, o treinamento de força isolado ou combinado com leucina reduziu a 

concentração sérica de glicose e de colesterol total e aumentou o HDL-c, sendo que 

estas respostas não foram dependentes de mudanças na massa corporal (efeitos 

diretos dos tratamentos). 

 Em conclusão, a leucina por si só não melhorou o perfil lipídico sérico, porém 

o treinamento de força aumentou o HDL-c e o AAI, bem como reduziu o CT no soro 

neste modelo experimental de diabetes, melhorando assim a dislipidemia nestes 

animais diabéticos. 
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Figura 1. Perfil lipídico sérico e glicemia de jejum de ratos diabeticos induzidos por estreptozotocina 
submetidos à suplementação de leucina e treinamento de força. CT, colesterol total; TG, triglicérides; 
HDL-c, lipoproteína de alta densidade; LDL-c, lipoproteína de baixa densidade; VLDL-C, lipoproteína 
de muito baixa densidade; AAI, índice antiaterogênico. C, grupo controle; D, grupo diabético; DT, 
diabético com treinamento de força; DL, diabético com leucina; DLT, diabético com leucina e 
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treinamento de força. Os dados estão em média ± erro padrão. Nota-se que acima de cada barra 
existem letras. Barras que compartilham as mesmas letras não se diferem estatisticamente. As letras 
não compartilhadas indicam diferença estatisticamente significativa (P < 0,05). 
 
 
 
 
 

B
o

d
y

 w
e

ig
h

t 
(g

)

D D T D L D L T  

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

N S

 

Figura 2. Massa corporal na última semana de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina 

submetidos à suplementação de leucina e treinamento de força. Os valores estão em média ± erro 
padrão (n=8). NS indica não significativa entre os grupos D, DL, DT e DLT (p > 0,05) analisado por 
One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A suplementação crônica de leucina e o treinamento de força foram eficazes 

em melhorar a força muscular e normalizar a glicemia de jejum e pós-prandial em 

animais diabéticos. Porém, o treinamento de força foi responsável pelas maiores 

adaptações morfológicas e funcionais no músculo esquelético de ratos diabéticos, ou 

seja, proporcionou aumento da força e da massa muscular destes animais, além de ter 

melhorado o perfil lipídico. De fato, o músculo esquelético foi mais responsivo ao 

treinamento de força do que à suplementação de leucina. No entanto, ambos 

potencializaram os efeitos da síntese proteica no músculo esquelético por meio da 

regulação da via mTOR-p70S6K. Logo, conclui-se que ambas as intervenções são 

potentes agentes não-farmacológicos para atenuação dos efeitos deletérios 

causados pela miopatia diabética e no diabetes em geral. 
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ANEXO 1. INFORMAÇÕES PARA OS MEMBROS DE BANCAS 

JULGADORAS DE MESTRADO/DOUTORADO. 
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ANEXO 2. CERTIFICADO DA COMISSÃO DE ÉTICA EM 

EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL (CEEA). 
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ANEXO 3. FICHA DO ALUNO. 
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ANEXO 4. CURRÍCULO LATTES. 

 

 

 

 

 



93 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 

 

 

 

 

 

 

 



95 

 

 


