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RESUMO 

 

 

SILVA, K.G. Restrição calórica e suplementação com leucina no destreinamento físico: 

parâmetros lipidicos e de sensibilidade à insulina no fígado. Dissertação – Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015.  

  

 

INTRODUÇÃO: O treinamento físico promove ao indivíduo benefícios morfológicos, 

fisiológicos e funcionais. Contudo, o afastamento temporário ou permanente da rotina de 

treinamento (destreinamento físico), pode resultar em rápido aumento de peso, dislipidemia, 

inflamação e resistência à insulina. Em contrapartida, a restrição calórica é uma alternativa 

nutricional utilizada para perder peso e tem sido associada à ativação de vias envolvidas no 

metabolismo lipídico, sensibilidade à insulina e inflamação. Além disso, a suplementação com 

aminoácidos de cadeia ramificada é uma prática comum entre atletas e dentre eles, a leucina 

demonstra estimular a síntese proteica, a oxidação de ácidos graxos e o metabolismo da glicose. 

Visto isso, sugere-se que a associação dessas duas intervenções nutricionais possa atenuar os 

danos no fígado decorrentes do destreinamento físico. OBJETIVOS: Verificar se a restrição 

calórica de 30% associada ou não à suplementação com 5% de leucina atenua as alterações no 

perfil lipídico, na inflamação e na via de sinalização da insulina no fígado de animais 

submetidos ao destreinamento físico. MÉTODOS: Foram utilizados 64 ratos Sprague-Dawley, 

machos e adultos. Os animais foram distribuídos em grupo controle (CON; n=16) e treinado (TR; 

n=48). Em seguida, os animais do grupo TR foram redistribuídos em 5 grupos: TR (n=16); 

Destreinamento (DT; n=8); DT + Suplementação com leucina (LEU; n=8); Grupo DT + Restrição 

Calórica (RC; n=8); Grupo DT+ RC + LEU (LEU+RC; n=8). A eutanásia ocorreu no final da 14ª 

semana e foram analisados: consumo de ração, peso corporal, composição corporal, sensibilidade à 

insulina, tolerância à glicose, concentração de triglicerídeos e colesterol no fígado, adipocinas no 

soro (adiponectina, leptina, IL-6, IL-10) e no fígado (IL-6, IL-10 e TNF-α). Também foram 

mensurados no fígado parâmetros moleculares, incluindo a atividade de ligação do NF-kB, e 

expressão das proteinas SIRT-1, pAMPKThr172, AKT total, pAKT308 e FoxO1; e os genes PEPCK, 

PPAR-α, SREBP-1c, FAS e ACC. ESTATÍSTICA: A normalidade foi previamente analisada pelo 

teste Shapiro-Wilk. As variáveis nas quais a normalidade não foi confirmada, procedimentos não 

paramétricos foram utilizados. Os dados foram expressos em média e desvio padrão e o Teste T de 

Student foi utilizado para amostras independentes. As comparações entre os grupos foram avaliadas 

por meio de análise de variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey, para identificação dos 

contrastes significantes. Para todas as análises foi considerado um nível de significância de 5%. A 

análise estatística foi realizada no software GraphPad Prism versão 5.0. RESULTADOS: Os 

grupos RC e LEU+RC apresentaram peso corporal (p<0,05) e % de gordura da carcaça (p<0,05) 

significativamente menores do que os grupos DT e LEU. O grupo DT apresentou maior peso 

relativo do tecido adiposo em relação aos grupos RC e LEU+RC (p<0,05). A insulina sérica e 

o teste te tolerância à insulina não apresentaram diferença significativa. Na 13ª semana os 

grupos RC e LEU+RC apresentaram tolerância à glicose significativamente menor do que 

grupo DT (p<0,05). O grupo DT apresentou aumento significativo na tolerância à glicose entre 

a 8ª e 13ª semana (p<0,05). A leptina sérica foi significativamente maior no grupo DT em 

relação ao grupo RC e LEU+RC (p=0,0002), e a adiponectina sérica e a razão 

adiponectina/leptina não exibiu diferença significativa entre os grupos. O grupo LEU+RC 

apresentou concentraçao significativamente maior de IL-6 no soro relação o grupo LEU 

(p=0,0064), contudo houve diferença significativa na concentração de IL-10 ou na razão 

IL6/IL-10. A razão IL-6/IL-10 (p=0,0214) no fígado foi significativamente maior no grupo LEU 



 

 

 

 

em relação ao grupo LEU+RC. A razão TNF- α/IL-10 foi significativamente maior no grupo 

DT em comparação ao grupo LEU (p=0,0094). A IL-6 apresentou correlação positiva com peso 

relativo do tecido adiposo enquanto a IL-10 apresentou correlação negativa. A atividade de 

ligação do NF-kB não apresentou diferença significativa. A concentração de triglicerídeos no 

fígado foi significativamente maior no grupo LEU do que no grupo LEU+RC (p=0,0127). A 

concentração de colesterol foi significativamente maior no grupo DT em comparação ao grupo 

RC (p=0,0115). Nos parâmetros moleculares a expressão da SIRT-1 foi significativamente 

maior nos grupos RC e LEU+RC em comparação ao grupo DT (p<0,0005) e a expressão das 

demais proteínas não exibiram diferença significativa. O grupo LEU+RC apresentou a 

expressão significativamente maior dos genes PPAR-α (p=0,0034), ACC (p=0,0003), FAS 

(p<0,0001) e SREBP-1c (p=0,0032) em relação ao grupo DT. O grupo RC apresentou expressão 

significativamente maior do gene SREBP-1c (p=0,0032) em relação ao grupo DT. 

CONCLUSÃO: A restrição calórica amenizou a concentração de colesterol no fígado e quando 

associada a suplementação com leucina reduziu a síntese de triglicerídeos nesse órgão. A razão 

adiponectina/leptina e o teste de OGTT indicaram melhor sensibilidade à insulina e tolerância 

à glicose nos grupos submetidos à restrição calórica associada ou não à suplementação com 

leucina. A expressão dos genes SREBP-1c e PPAR- α e da proteína SIRT-1 demonstraram ser 

um indicativo de melhor sensibilidade à insulina hepática. 

 

Palavras-chaves: destreinamento físico, restrição calórica, suplementação com leucina 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

SILVA, K. G. Caloric Restriction and supplementation with leucine in physical detraining: 

lipid parameters and insulin sensitivity in the liver. Dissertation – Faculty of Pharmaceutical 

Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2015.  

 

 

INTRODUCTION: The physical training promotes the individual morphological, 

physiological and functional benefits. However, the temporary or permanent departure from the 

training routine (physical detraining), can result in fast weight gain, dyslipidemia, inflammation 

and insulin resistance. On the other hand, the caloric restriction is a nutricional alternative to 

lose weight and have been associated with activation pathways involved in lipid metabolism, 

insulin sensitivity and inflammation. Besides that, branched-chain amino acid supplementation 

is a common practice between athletes and among them, the leucine shows stimulate protein 

synthesis, fatty acid oxidation and glucose metabolism. Based on that, it is suggested that the 

association of these two nutritional interventions can attenuate liver damage resultant from 

physical detraining. OBJECTIVES: Check if a caloric restriction of 30% associates or not 

of 5% leucine supplementation attenuates the changes in the lipid profile, inflammation and 

insulin signaling pathway in the liver of animals subjected to physical detraining. METHODS: 

It were used 64 rats Sprague-Dawley, males and adults. The animals were distributed in control 

group (CON; n=16) and trained (TR; n=48). Then, control group animals were redistributed in 5 

groups: TR (n=16); Detraining (DT; n=8); DT + Supplementation with leucine (LEU; n=8); Group 

DT + Caloric Restriction (CR; n=8); Group DT+ CR + LEU (LEU+CR; n=8). The euthanasia 

occurred at the end of the 14th week and were anlyzed: feed intake, body weight, body composition, 

insulin sensitivity, glucose tolerance, triglyceride and cholesterol concentration in the liver, 

adipokines in serum (adiponectin , leptin, IL-6 , IL-10) and liver (IL-6, IL-10). Also were measured 

in the liver molecular parameters, including binding activity from NF-kB, and protein expression 

SIRT-1, pAMPKThr172, AKT total, pAKT308 and FoxO1; and the genes PEPCK, PPAR-α, SREBP-

1c, FAS and ACC. STATISTICS: The normality was previously analyzed by Shapiro-Wilk test. 
The variables where normality wasn’t confirmed, non-parametric procedures were used. The data 

were expressed as mean and standard error and Student's t-test was used for independent samples. 

The comparisons between groups were evaluated using analysis of variance (ANOVA), followed 

by the Tukey test to identify significant contrasts. For all analyzes was considered 5% significance 

level. The statistical analysis was performed on software GraphPad Prism version 5.0. RESULTS: 

The CR and LEU+CR groups showed body weight (p<0,05) and % carcass fat (p<0,05) 

significantly lower than DT and LEU groups. The DT group showed higher relative weight of 

adipose tissue in relation to RC and LEU+CR groups (p<0,05). In the serum insulin and insulin 

tolerance test there were no significant differences. At 13th week the RC and LEU+CR groups 

showed glucose tolerance significantly lower than DT group (p<0,05). The DT group showed 

significant increase in glucose tolerance between the 8th and 13th week (p<0,05). The serum 

leptin was significantly higher in DT group compared to the CR and LEU + CR group 

(p=0,0002), and the serum adiponectin and the reason adiponectin/leptin showed no significant 

difference between groups. The LEU+CR group showed significantly higher serum IL-6 

concentration compared with the LEU group (p=0,0064), however there was a significant 

difference in IL-10 concentration or reason IL-6/IL-10. This reason in the liver was significantly 

higher in LEU group compared to the LEU+CR group. The IL-6 showed positive correlation 

with relative weight of the adipose tissue while the IL-10 showed negative correlation. The 

binding activity of NF-kB showed no significant difference. The concentration of triglycerides 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1542356515009684


 

 

 

 

in the liver was significantly higher in LEU group compared to LEU+CR group (p=0,0127). 

The concentration of cholesterol was significantly higher in DT group compared to the RC 

group (p=0,0115). In the molecular parameters the SIRT-1 expression was significantly higher in 

CR and LEU+CR group compared to the DT group (p<0,0005) and the other protein expression 

there was no significant difference. The LEU+CR group showed the expression significantly 

higher of the genes PPAR-α (p=0,0034), ACC (p=0,0003), FAS (p<0,0001) and SREBP-1c 

(p=0,0032) compared to the DT group. The CR group showed expression significantly higher 

of the gene SREBP-1c (p=0,0032) compared of the DT group. CONCLUSION: The caloric 

restriction softened the concentration of cholesterol in the liver and when combined with a 

leucine supplementation decreased triglyceride synthesis in this organ. The reason 

adiponectin/leptin and the OGTT test indicated better insulin sensitivity and glucose tolerance 

in groups submited calorie restriction with or without leucine supplementation. The expression 

of SREBP-1c and PPAR-α genes and SIRT-1 protein showed to be indicative of better hepatic 

insulin sensitivity. 

 

Keywords: physical detraining, caloric restriction, supplementation with leucine 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O treinamento físico é considerado uma categoria da atividade física por apresentar o 

diferencial de planejamento, estruturação e repetição (CASPERSEN et al, 1985). O mesmo 

favorece benefícios significativos à saúde, como redução da massa adiposa, melhora do perfil 

lipídico, aumento da oxidação de ácidos graxos e redução da gordura visceral. Além disso, 

estudos demonstram que o treinamento físico reduz a liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

aumenta a sensibilidade à insulina, reduz as concentrações de glicose sanguínea, aumenta 

VO2máx e melhora a capacidade aeróbia. Contudo, esses resultados são influenciados pela 

genética e dependem da frequência, intensidade e da modalidade praticada (ADAMSON et al. 

2014; CLARK, 2015; FERNANDEZ; MELLO; TUFIK, 2004; GLEESON et al., 2011; 

RICHARDS et al., 2010; SKRYPNIK et al., 2015; TORRES-LEAL, 2009). 

O treinamento físico integra a tríade do gasto energético, que é formada pela atividade 

física, fator térmico do alimento e o gasto energético de repouso. Partindo desse pressuposto, 

quando o treinamento físico é interrompido há redução do gasto energético total, o que contribui 

para o ganho de peso corporal (REDMAN et al, 2009). Essa interrupção do treinamento é 

conhecida por destreinamento físico e pode ocorrer devido à lesão, doença ou período pós-

temporada (MUJIKA; PADILLA, 2000). Como o treinamento físico associado ou não a 

intervenções nutricionais proporciona diversos benefícios ao organismo, é esperado que a sua 

interrupção comprometa o desempenho e a saúde do indivíduo, como redução da massa magra, 

aumento da massa adiposa, inflamação, alteração no perfil lipídico, resistência à insulina e 

deposição de gordura no fígado (KALAPOTHARAKOS, DIAMANTOPOULOS e 

TOKMAKIDIS, 2010; PETIBOIS et al., 2004; SHEPARD et al., 2001). As consequências dessa 

interrupção variam de acordo com a duração e a condição física do indivíduo no momento da 

interrupção (KOUNDORAKIS et al., 2014). 

Uma vez que a participação do treinamento físico sob o gasto energético é 

interrompida parcialmente ou por completo (MUJIKA; PADILLA, 2000), intervenções 

nutricionais podem ser utilizadas na tentativa de assegurar que modificações metabólicas 

adquiridas com o treinamento perdurem durante o destreinamento físico. Dentre essas 

intervenções, a restrição calórica tem um papel de destaque uma vez que a sua aplicação 

acompanhada ou não do treinamento físico, demonstra efeitos positivos na redução do peso 

corporal, melhora no perfil lipídico e na sensibilidade à insulina, dentre outros benefícios que 

contribuem para o aumento da longevidade em humanos e animais (BORDONE; GUARENTE, 
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2005; CALBET et al, 2014; CAVA; FONTANA, 2013; ERIKSSON; TAIMELA e KOIVISTO, 

1997; MERCKEN et al., 2012; REDMAN; RAVUSSIN, 2011; REDMAN et al, 2009). 

A restrição calórica consiste na redução na ingestão de calorias de 10 a 30% quando 

comparada a uma dieta ad libitum, sem causar a desnutrição (LEE; MIN, 2013; MA et al, 2015). 

Entretanto, em alguns casos a restrição pode atingir valores superiores a esses mencionados 

(CALBET et al., 2014; MERCKEN et al., 2012; NICKLAS et al., 2015). Inicialmente a 

restrição calórica age provocando um desequilíbrio no balanço energético em decorrência da 

menor oferta energética, resultando na perda de peso. Em seguida, o equilíbrio energético é 

reestabelecido e o corpo retorna a um estado de manutenção energética e consequente 

estabilização do peso corporal (DEIGHTON; BATTERHAM e STENSEL, 2014; LEVIN; 

DUNN-MEYNELL, 2000; REDMAN et al, 2011). 

Paralelamente à restrição calórica, os suplementos alimentares também podem ser 

encarados como uma alternativa nutricional para amenizar essas alterações decorrentes do 

destreinamento físico, por serem utilizados na prática esportiva com o intuito de melhorar o 

desempenho, proporcionar a hipertrofia e o emagrecimento (FARUP et al., 2013; JITOMIR et 

al., 2008; PENCHARZ; ELANGO e BALL, 2012). Dentre esses suplementos, os aminoácidos 

de cadeia ramificada (ACR), leucina, isoleucina e valina, conhecidos pela sigla em inglês 

BCAA (branched chain amino acids) são potencialmente associados ao aumento da síntese 

proteica (BLOMSTRAND et al., 2006; CROZIER et al., 2005; KOBAYASHI et al., 2006). Eles 

também podem atuar na regulação do peso corporal, na homeostase glicêmica e estimular a 

oxidação de ácidos graxos (GARCIA-CARABALLO et al., 2013; KAINULAINEN; HULMI 

e KUJALA, 2013; LYNCH; ADAMS, 2014). Dentre os BCAA, a suplementação isolada com 

leucina tem demonstrado resultados no que condiz com a perda de peso, melhora da 

sensibilidade à insulina e do perfil lipídico (BRUCKBAUER; ZEMEL, 2011; LI et al., 2012), 

por atuar na regulação do metabolismo e equilíbrio energético, afetando diretamente os tecidos 

periféricos, tais como o tecido adiposo branco (TAB), músculos e fígado. No entanto, o efeito direto 

da leucina na sinalização hepática e os mecanismos associados ainda não são totalmente 

compreendidos (BINDER et al., 2013; LU et al., 2013; PÁDUA et al., 2009; PEDROSA et al., 

2010). 

Tendo em vista que tanto a restrição calórica como a suplementação com leucina atuam 

no metabolismo lipídico e na via de sensibilidade à insulina, o presente estudo foi proposto com 

a perspectiva de elucidar se a associação dessas duas intervenções nutricionais pode ser 

utilizada como uma medida nutricional eficaz para a redução do risco atribuído aos efeitos 
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deletérios decorrentes do destreinamento físico, em especial no fígado devido o seu importante 

papel sobre a homeostase da glicose e de lipídios. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Destreinamento físico 

 

O destreinamento físico é visto como a interrupção total ou apenas a redução em 

termos de duração, intensidade e frequência do treinamento e, sua duração pode ser em curto 

(<4 semanas) ou longo prazo (>4 semanas). Na interrupção do treinamento são observadas 

mudanças significativas como o aumento de peso, a redução na massa muscular e, em alguns 

casos pode ocorrer alterações metabólicas como a resistência à insulina, inflamação e alterações 

no perfil lipídico (KOUNDORAKIS et al, 2014; MUJIKA; PADILLA, 2000; PETIBOIS et al., 

2004; SERTIÉ et al, 2013). 

Como pode ser observado na Figura 01, as consequências da interrupção do 

treinamento variam conforme a duração do mesmo. Por exemplo, em ratos um período curto de 

destreinamento físico (4 semanas) é suficiente para promover o rápido ganho de peso corporal 

e estimular a síntese de triglicerídeos (SERTIE et al., 2013; 2015). Já em atletas pode não ser 

observado aumento do peso corporal no destreinamento a curto prazo, no entanto, em alguns 

casos, pode haver aumento da circunferência da cintura (LIU T. C. et al., 2008). Quando o 

período de destreinamento é estendido para além de 4 semanas pode ser observado além do 

aumento da circunferência da cintura (CHEN et al., 2006), aumento do peso e do índice de 

massa corporal (IMC), mudanças na composição corporal (aumento da massa adiposa e redução 

da massa magra), no perfil lipídico (aumento do LDL colesterol e redução do HDL colesterol), 

na sensibilidade à insulina, na captação de glicose e na capacidade aeróbica em indivíduos 

sedentários ou atletas (LIU et al, 2008; MITSUHASHI et al, 2011; PETIBOIS et al, 2004).  

No que concerne aos efeitos do destreinamento diretamente sobre o fígado, os 

resultados ainda não são conclusivos. Yasari et al (2007), mencionaram que há poucos dados 

relacionando a infiltração de gordura no fígado como uma consequência da interrupção do 

treinamento físico. Em seu estudo associaram o rápido ganho de massa adiposa em decorrência 

do destreinamento físico ou da restrição alimentar, à resposta do corpo em manter o peso 

corporal. O trabalho basicamente consistiu em ofertar dieta hiperlipídica aos animais 

distribuídos nos grupos sedentário, treinado e destreinado. Como resultado, todos os grupos 

apresentaram maior infiltração de triglicerídeos hepáticos em comparação à semana inicial, 

sendo que o grupo que interrompeu o treinamento por 4 semanas (destreinado) apresentou 

valores significativamente maiores em relação aos demais grupos. Esses resultados exibem a 
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importância de aprofundar o estudo sobre o destreinamento físico, uma vez que essa condição 

pode acarretar danos à performance e saúde do atleta. 

 

 

Figura 1: Alterações observadas com a interrupção do treinamento a curto e longo prazo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MUJIKA e PADILLA, 2000; PETIBOIS et al, 2004; PARK e LEE, 2015; YASUDA et al, 2014; YASARI 

et al, 2007; SERTIE et al, 2013; KOUNDOURAKIS et al, 2014; MAZZUCATTO et al, 2014; LIU et al, 2008. 

 

 

2.2. Excesso de peso: inflamação e resistência à insulina 

  

O aumento do tecido adiposo observado no destreinamento físico estimula a secreção 

de citocinas e adipocinas pró-inflamatórias e reduz a produção das anti-inflamatórias, podendo 

evoluir para uma condição inflamatória crônica de baixo grau (CAPURSO; CAPURSO, 2012; 

PRADO et al., 2009; YE J, 2013). Esse aumento do tecido adiposo, em especial do tecido 

visceral, contribui para a infiltração de gordura no fígado e, juntamente a essa infiltração é 
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iniciado um processo inflamatório local (SHOELSON, LEE e GOLDFINE, 2006; YE e 

McGUINNESS, 2013). 

Tem sido relatado que a expansão do tecido adiposo acarreta a superexpressão do fator 

de necrose tumoral (TNF)-α, interleucina (IL)-6 e maior produção de leptina. Em contrapartida 

são observadas a subexpressão da IL-10 e menor produção de adiponectina (CARVALHO; 

COLAÇO e FORTES, 2006; JUGE-AUBRY; HENRICHOT e MEIER, 2005; FASSHAUER; 

BLUER, 2015). 

A secreção de leptina e adiponectina respondem de forma diferenciada à quantidade 

de tecido adiposo. Enquanto que a concentração plasmática de leptina é proporcionalmente 

maior ao tamanho do tecido, a concentração de adiponectina é inversamente proporcional a 

adiposidade (AL-ALMODI et al., 2014, GIBY et al., 2014).  

A leptina regula a ingestão alimentar, está envolvida com a regulação do status 

energético, hormonal e inflamatório. Em concentrações normais a leptina aumenta o gasto 

energético, diminui o apetite, favorece a oxidação de ácidos graxos, diminui a lipogênese e 

melhora a sensibilidade à insulina, além de propiciar menor deposição ectópica de gordura no 

fígado e músculo. Por outro lado, concentrações elevadas a longo prazo causa resistência à 

leptina, condição frequentemente observada em indivíduos obesos (AL-HAMODI et al., 2014; 

FASSHAUER E BLUHER, 2015; GIBY et al., 2014). Ao contrário da leptina, a adiponectina 

tem propriedade anti-inflamatória e antidiabética e apresenta concentrações séricas diminuídas 

em indivíduos com obesidade e estados de resistência à insulina, como a esteatose hepática não-

alcóolica, aterosclerose e diabetes tipo 2 (DM2). Como exemplo, Al-Hamodi et al. (2014), 

verificaram que a obesidade foi fator determinante para a redução nas concentrações de 

adiponectina e aumento nas concentrações de leptina em indivíduos obesos com ou sem DM2. 

Em relação às citocinas, a IL-6 possui atividades pró e anti-inflamatórias, embora 

também exiba relação com a resistência à insulina. Essa citocina pode prejudicar a via de 

sinalização da insulina por induzir a fosforilação dos substratos dos receptores de insulina em 

serina473 ao invés de tirosina308, diminuindo a fosforilação da proteína quinase B (AKT) no 

músculo esquelético e no fígado. (CARVALHO-FILHO et al., 2007; JUGE-AUBRY; 

HENRICHOT e MEIER, 2005; TORRES-LEAL et al., 2010). Enquanto que a IL-6 pode atuar 

de duas formas sobre a inflamação, a IL-10 tem ação unicamente anti-inflamatória, basicamente 

ela atua suprimindo a produção de citocinas pró-inflamatórias, tais como a IL-6 e o TNF-α, 

melhorando a sensibilidade à insulina (JUGE-AUBRY; HENRICHOT e MEIER, 2005; 

SHOELSON, LEE e GOLDFINE, 2006). 
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Na maioria das vezes o aumento da inflamação é colocado como uma condição 

prejudicial para o organismo. Contudo, estudos recentes apresentam a inflamação por uma nova 

perspectiva (WANG; YE, 2015; YE; KELLER, 2010). Tem sido levantado que em condições 

de obesidade, exercício físico e caquexia, a inflamação não é de um todo prejudicial ao 

organismo, como no caso das citocinas TNF-α e IL-6, que podem simultaneamente 

comprometer a via de sinalização da insulina e podem atuar de forma benéfica aumentando o 

gasto energético. A restrição calórica, por sua vez, é associada com a redução da inflamação e 

consequente redução do gasto energético (ERIKSSON, TAIMELA e KOAVISTO, 1997; YE; 

MACGUINESS, 2013; YE; KELLER, 2010) (FIGURA 02).  

 

 

Figura 2: Relação da inflamação e da restrição calórica com o gasto energético. 

Fonte: Adaptado de Wang e Ye (2015). A inflamação derivada da obesidade estimula o aumento do gasto energético 

ao passo que a restrição calórica reduz o mesmo. 

 

 

2.3. Restrição calórica e seus efeitos no fígado 

 

A restrição calórica tem demonstrado resultados satisfatórios para a redução do peso 

corporal, apesar de reduzir o gasto energético de repouso. Quando se aborda o tema da restrição 

calórica, é importante considerar sua relevância em prolongar o tempo de vida e retardar o 

aparecimento de patologias decorrentes do envelhecimento, como o diabetes, câncer e doenças 

cardiovasculares em diferentes espécies incluindo, levedura, moscas, vermes, peixes, roedores, 

macacos e seres humanos (KOTAS; GORECKI e GILLUM, 2013; MOHAMMADI et al., 2014; 

QUINONES et al., 2014). Algumas melhorias proporcionadas por essa intervenção incluem a 

diminuição dos danos teciduais induzidos pelos radicais livres, melhora da sensibilidade à 

insulina e diminuição da inflamação (MASORO, 2004; MCELWEE et al., 2007; REDMAN; 

RAVUSSIN, 2011). A restrição calórica de curto prazo é classificada em um período de 
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intervenção com duração entre 1 mês e 1 ano e acima desse período já é considera uma restrição 

calórica de longo prazo (SOARE; WEISS e POZZILLI, 2014).  

O organismo possui a capacidade de alternar a utilização dos substratos energéticos, 

priorizando a utilização de substratos não-glicogênicos como as proteínas e os lipídios no 

período de jejum e, de substratos glicogênicos no período alimentado. Essa capacidade do 

organismo em alternar a ordem de oxidação dos substratos, sugere que processos anabólicos 

como a lipogênese aconteça de forma eficiente em organismos submetidos à restrição calórica, 

enquanto que a gliconeogênese seja ativada no período de jejum (TO et al.. 2007). Durante a 

gliconeogênese são utilizados substratos não glicogênicos para manter a oferta energética, 

dentre eles, o glicerol presente no tecido adiposo. Por constituir a estrutura dos triglicerídeos, a 

utilização do glicerol como fonte de energia resultará em menor formação e consequentemente 

menor circulação e deposição de triglicerídeos em outros órgãos, especialmente no fígado (YU; 

JIA e CHO, 2014). Um exemplo disso, foi observado no trabalho de Bowman et al., (2010), em 

que os ratos com baixa capacidade aeróbia ao serem submetidos a 30 % de restrição calórica 

por 3 meses apresentaram redução nas concentrações de triglicerídeos, aumento na captação de 

glicose e melhora da sensibilidade à insulina bem como da inflamação no fígado.  

Resultados semelhantes foram observados por Ding et al., (2012) ao submeterem ratos 

não-obesos a 45 % de restrição calórica por 4 meses. Após o período de restrição os animais 

apresentaram redução da massa corporal total, do tecido adiposo epididimal e das concentrações 

plasmáticas de insulina. Enquanto que a lipólise e as concentrações de adiponectina, ácidos 

graxos livres e glicerol plasmático, aumentaram. Em um estudo com humanos obesos 

submetidos a 30 % de restrição calórica por 7 meses observou-se redução da massa corporal 

total, da massa adiposa, das concentrações de insulina, glicose, proteína C reativa (PCR), além 

do aumento da concentração de adiponectina e da sensibilidade à insulina (AHMADI et al., 

2011). 

A explicação para a gama de benefícios proporcionados pela restrição calórica pode 

ser baseada na ativação de sensores metabólicos, como as sirtuínas (SIRT) e a proteína quinase 

ativada pelo AMP (AMPK) (CANTÓ; AUWERX, 2012). Dentre as sirtuínas, a SIRT-1, um 

homólogo em mamíferos do regulador de informação silenciosa (Sir-2) encontrado em 

leveduras, tem sido bastante estudada por sua atuação em múltiplos processos celulares, bem 

como sua ampla distribuição nos tecidos, incluindo fígado, cérebro, coração, pâncreas, adiposo 

e muscular (CUI et al., 2013; KITADA et al., 2013; KOTAS; GORECKI e GILLUM, 2013; 

KULKARNI et al., 2013; NOGUEIRAS et al., 2012). 
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Tanto a expressão quanto a atividade da SIRT-1 são sensíveis à razão NAD+/NADH. 

De modo geral ela utiliza NAD+ para desacetilar a proteína, e os produtos dessa reação são a 

nicotinamida e o O-acetil-ADP-ribose. A nicotinamida é um inibidor da função das sirtuínas e 

na restrição calórica esse produto é convertido em niacina, favorecendo a recuperação do NAD+ 

e a funcionalidade da SIRT-1 (DANG, 2014). Em contraste, a oferta energética excessiva e a 

obesidade, demonstram diminuição na expressão da SIRT-1, tanto em camundongos quanto em 

humanos (GUARENTE, 2013; NOGUEIRAS et al., 2012)  

A expressão da SIRT-1 é associada à regulação de uma variedade de processos 

celulares como a resposta ao estresse, sobrevivência celular, biogênese mitocondrial, 

sensibilidade à insulina, estado energético da célula  bem como ao estado redox (BAUR, 2010; 

KITADA et al., 2013; NOGUEIRAS et al., 2012; QUINONES et al., 2014). Essa proteína 

aumenta a sensibilidade à insulina no fígado, músculo e TAB. O mecanismo proposto é que a 

SIRT-1 inibe a expressão de genes gliconeogênicos e aumenta a expressão da AKT e do fator 

de transcrição “forkhead” 1 da família da FoxO (FoxO-1) (QUINONES et al., 2014). Banks et 

al. (2008), observaram que ratos com a SIRT-1 superexpressa, apresentaram melhor 

sensibilidade à insulina e melhor tolerância à glicose.  

Como pode ser observado, a SIRT-1 age como um regulador adaptativo da privação 

de energia, ativando e/ou inibindo genes que participam no metabolismo glicídico e lipídico. 

No metabolismo da glicose, a SIRT-1 regula os genes envolvidos na gliconeogênese através da 

desacetilação de fatores de transcrição e coativadores importantes como o FoxO1. No 

metabolismo lipídico a SIRT-1 ativa genes envolvidos na oxidação ao passo que inibe genes 

lipogênicos. Como exemplo, há ativação do receptor ativado por proliferador de peroxissoma 

alfa (PPAR-α) e inibição da proteína 1c ligadora ao elemento regulado por esteróis (SREBP-

1c), da ácido graxo sintetase (FASn) e da acetil-CoA carboxilase (ACC), sendo o primeiro gene 

oxidativo e os demais genes lipogênicos (PURUSHOTHAM; SCHUG e LI, 2009). 

A FoxO1 possui uma estreita relação com a SIRT-1 por ativar diretamente a sua 

transcrição. A SIRT-1 desacetila a FoxO1, retendo-a no núcleo e consequentemente melhorando 

a sua própria transcrição (MATSUMOTO et al., 2006; WANG R. H. et al., 2011). A atividade 

da FoxO1 é importante na manutenção da gliconeogênese e inibição da lipogênese. Zhang et 

al. (2006), demonstraram que a FoxO1 estimula a expressão da fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase (PEPCK) ao mesmo tempo que inibi a expressão do SREBP1c, FASn e ACC 

em hepatócitos isolados. A FoxO-1 também contribui para a melhora da sensibilidade à insulina 

por promover a fosforilação da AKT em resíduos de tirosina. Vale ressaltar, que embora a AKT 
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atue inibindo a FoxO-1 ao transloca-la para o citoplasma, essa inibição não é total, o que permite 

a FoxO1 continuar ativa, porém em menor intensidade (MATSUMOTO et al., 2006). 

O PPAR-α é expresso no fígado, rins, músculo, coração, tecido adiposo e em outros 

órgãos. Ele regula a expressão de genes envolvidos na β-oxidação e na via de sinalização da 

insulina no fígado e no músculo esquelético (GIBY et al, 2014; HUI et al, 2013). A relação da 

SIRT-1 com o PPAR-α a torna importante na manutenção da secreção e sensibilidade à insulina, 

uma vez que a deleção hepática dessa proteína demonstrou prejudicar a ativação do PPAR-α 

diminuindo a oxidação de ácidos graxos e proporcionando o desenvolvimento de esteatose 

hepática, inflamação e estresse do retículo em indivíduos com uma dieta hiperlipídica (IMAI; 

YOSHINO, 2013). Além da influência da SIRT-1, a adiponectina também estimula a síntese de 

ácidos graxos via PPAR-α, reduzindo os depósitos de triglicerídeos e aumentando a 

sensibilidade à insulina no fígado e no músculo esquelético (CASELLI, 2014). 

O SREBP-1c é um fator de transcrição presente na membrana que regula a expressão 

de genes envolvidos na codificação de enzimas lipogênicas, incluindo ACC e FAS. Esse fator 

tem sua atividade aumentada na alimentação e reduzida em momentos de privação alimentar 

(PONUGOTI et al. 2010). Alguns autores atribuem essa diminuição do SREBP-1c durante o 

jejum à ativação da SIRT-1, que por sua vez, desacetila o SREBP-1c impedindo a sua atividade 

(HORTON; GOLDSTEIN e BROWN, 2002; KOHJIMA et al., 2008). Porém esse gene não 

deve ser visto apenas como responsável pela síntese de triglicerídeos no fígado Horton, 

Goldestein e Brown (2002), contemplaram que o SREBP-1c demonstra associação com a 

absorção e síntese de glicose. Segundo eles, o SREBP-1c induz a expressão da glicoquinase, ao 

passo que suprime a PEPCK, enzimas chaves dos processos de captação e síntese de glicose, 

respectivamente.  

Assim como a SIRT-1, a AMPK é um sensor energético que tem a sua atividade 

aumentada durante situações de estresse, como o treinamento físico ou a restrição calórica 

(KAUPPINEN et al., 2013). A AMPK é uma molécula heterotrimérica que contém uma 

subunidade catalítica α e duas subunidades regulatórias β e y (PÁDUA et al., 2009). A atividade 

da AMPK é regulada pelo aumento intracelular da razão AMP/ATP, embora também possa ser 

modulada por hormônios e citocinas, que regulam o balanço energético, como adiponectina, 

leptina e IL-6 (HARDIE, 2007). Mediante a sua ativação, a AMPK aciona vias (catabólicas) 

que geram ATP normalizando as concentrações desse subproduto. A curto prazo, esse processo 

ocorre através da promoção e/ou estimulação da glicólise e oxidação de ácidos graxos e, em 

longo prazo, através do aumento da capacidade mitocondrial e do uso dos seus substratos como 
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fonte energética. Além disso, ocorre a inibição de processos anabólicos que consomem ATP, e 

que não são necessários para a sobrevivência imediata da célula (CANTÓ; AUWERX, 2013).  

A AMPK está relacionada com a oxidação de ácidos graxos por inibir a atividade da 

ACC. Em geral, a ACC na sua atividade normal converte o acetil-CoA em malonil-CoA o qual 

é um inibidor da carnitina palmitoil transferase-1 (CPT-1), que por sua vez é responsável pelo 

transporte dos ácidos graxos para o interior da mitocôndria para os mesmos serem oxidados 

(SPEAKMAN; MITCHELL, 2011). Visto isso, quando a AMPK é ativada a CPT-1 tem a sua 

função ativada e a oxidação dos ácidos graxos pode acontecer. Adicionado a isso, a AMPK pode 

atuar em logo prazo diminuindo a expressão de genes lipogênicos como a FAS e SREBP-1c, e 

neoglicogênicos como o PEPCK (PÁDUA et al., 2009; SANTOMAURO JR. et al., 2008). 

Desse modo, a AMPK atua no fígado diminuindo a síntese de lipídios e estimulando a β-

oxidação de gordura, além de bloquear a produção hepática de glicose.  

A SIRT-1 e a AMPK possuem uma relação de retroalimentação, uma vez que a SIRT-

1 ativa a AMPK via desacetilação da LKB1 que, posteriormente, desencadeia a ativação da 

AMPK. Em contrapartida, a AMPK promove a síntese de celular de NAD+ necessário para 

ativação da SIRT-1. Como consequência desse feedback positivo, a SIRT-1 e a AMPK possuem 

em comum algumas funções na regulação do metabolismo energético e da inflamação. Nesse 

sentido, é possível citar a relação dessas duas proteínas com o NF-kB. Basicamente, a SIRT-1 

consegue interromper a sinalização do NF-kB de forma direta desacetilando a unidade relA/p65 

em lisina310 ou indiretamente, ativando a AMPK que exibe o mesmo mecanismo de 

desacetilação (KAUPPINEN et al., 2013). Todavia, quando o NF-kB está ativado, ele pode 

inibir a SIRT-1, assim como ativar outros agentes inflamatórios, contribuindo para o 

desenvolvimento da resistência à insulina em indivíduos obesos (GILLUM; ERION e 

SHULMAN, 2011). 

Como demonstrando até o presente momento, a restrição calórica é uma intervenção 

com elevado potencial para reduzir as alterações metabólicas observadas na obesidade e 

portanto, uma alternativa a ser utilizada em pessoas na condição de destreinamento físico. 

 

 

2.4. Leucina e seus efeitos no fígado 

 

Diversos estudos associam as dietas hiperproteicas com a perda de peso corporal e 

melhora dos marcadores de risco associados à obesidade (COCATE, 2015; CLIFTON; 
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BASTIAANS e KEOGH, 2009; LAYMAN, 2003; PETZKE; KLAUS, 2014; PIATTI, 1994; 

QIN et al, 2011). A suplementação com BCAA é uma das alternativas para aumentar o aporte 

proteico da dieta e está associada ao aumento da síntese proteica, regulação do peso corporal, 

homeostase glicêmica e maior oxidação de ácidos graxos (CARABALLO et al, 2014; 

KAINULAINEN; HULMI e KUJALA, 2013; LYNCH; ADAMS, 2014).  

Apesar desses efeitos benéficos, estudos colocaram em evidência que as concentrações 

elevadas de BCAA na circulação estão relacionadas com a resistência à insulina tanto em 

humanos quanto em roedores, porém ainda não é conclusivo se o aumento de BCAA circulante 

provoca a resistência à insulina ou seria um biomarcador do comprometimento da via de 

sinalização desse hormônio (BURRIL et al, 2015; LYNCH; ADAMS, 2014; NEWGARD et al., 

2009). Garcia-Caraballo et al (2013), observaram que o consumo durante 3 semanas de uma 

dieta hiperproteica (35% de proteína) não resultou em maior circulação de aminoácidos, 

entretanto os BCAA exibiram maiores concentrações.  

Dentre os BCAA, a leucina é o aminoácido presente em maior proporção nas dietas 

hiperproteicas (DUAN et al., 2015). A leucina, assim como a isoleucina e a valina, tem o seu 

metabolismo iniciado principalmente no músculo esquelético, onde é transaminada a α-ceto-

isocaproato (α-KIC) pela ação da enzima aminotransferase de aminoácido de cadeia ramificada 

(BCAT) (SHIMOMURA; MURAKAMI NAGASAKI et al 2004). Em seguida o α-KIC é 

transportado para o fígado onde sofre oxidação tanto na mitocôndria quanto no citoplasma. Na 

mitocôndria o complexo enzimático desidrogenase de cadeia ramificada (BCKD) converte o α-

KIC em isovaleril-CoA (IVA-CoA) o qual é posteriormente oxidado em β-hidroxi-β-

metilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA), tendo como produtos finais o acetoacetato e o acetil-

CoA (DUAN et al., 2015; VIANNA et al., 2010). No citoplasma o α-KIC é oxidado a β-hidroxi-

β-metilbutirato-CoA (HMB) pela enzima dioxigenase de α-CIC (KICD), podendo ser eliminado 

pelos rins ou ser convertido a HMG-CoA para ser utilizado na síntese de colesterol (VIANNA 

et al., 2010; DUAN et al, 2015; SHIMOMURA; MURAKANI, NAKAI, et al., 2004) (FIGURA 

03).  
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Figura 3: Vias de metabolismo da leucina em animais. 

 

Fonte: Adaptado de Duan et al (2015). 

O metabolismo da leucina pode ser dividido em duas etapas. A primeira etapa é reversível, ocorre principalmente 

nos tecidos extra-hepáticos e consiste na transaminação da leucina para a forma α-KIC com produção concomitante 

de glutamina a parte de α-cetoglutarato (α-KG). A segunda etapa acontece no fígado, é irreversível e consiste na 

reação de descarboxilação oxidativa do α-KIC mediada pelo complexo BCKD na mitocôndria e pelo KICD no 

citosol. Na mitocôndria, aproximadamente 90% do α-CCI é oxidado em IVA-CoA, levando à formação de HMG-

CoA, cujo metábolitos finais são o acetato e o acetil-CoA. No citosol aproximadamente 5% do α-KIC é oxidado 

em HMB, podendo ser eliminado na urina ou originando HMG-CoA para ser utilizado na formação de colesterol. 

 

 

A suplementação com leucina exige um cuidado importante ao que diz respeito a dose, 

uma vez que pode acarretar em efeitos adversos como o “paradoxo da leucina” e toxicidade. O 

paradoxo da leucina determina que a ingestão elevada de leucina compromete a concentração 

de isoleucina e valina, devido os três aminoácidos serem oxidados pelo mesmo complexo 

enzimático (BCKD) (SHIMOMURA; HARRIS, 2006). Em relação à dose recomendada de 

leucina, o 8º Workshop de Avaliação de Aminoácidos demonstrou que o limite máximo tolerável 

de leucina é aproximadamente 500 mg.kg-1.dia-1 para humanos e que esse valor não deve ser 

generalizado para toda a população pois em casos como o de idosos com sarcopenia e atletas 

de alto rendimento a dose pode ultrapassar esse valor sem causar efeitos adversos. Também foi 

relatado que embora o consumo de leucina combinado com isoleucina e valina tenha maior 
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tolerância do que quando administrada apenas leucina, a tolerância a esse aminoácido pode 

aumentar conforme ocorre a adaptação do processo de oxidação do mesmo (KIMURA; BIER 

e TAYLOR, 2012). Já em relação à dose recomendada para animais, o estudo realizado por 

Tsubuku et al (2004), demonstrou que a suplementação com até 5% de leucina não resulta em 

quaisquer efeitos adversos em ratos de ambos os sexos, tornando-se uma referência para a 

realização de estudos utilizando a suplementação desse aminoácido em modelo animal 

(TORRES-LEAL et al. 2011; VIANNA et al. 2010).  

Estudos tem demonstrado que a suplementação de leucina proporciona benefícios ao 

organismo como mudanças na composição corporal, no metabolismo da glicose e dos lipídios 

(BINDER et al., 2013; DUAN et al., 2015; PETZ; KLAUS, 2014; MACOTELA et al., 2011). 

Sobre esse aspecto, alguns benefícios promovidos pela leucina puderam ser observados em 

trabalhos realizados em nosso laboratório. Torres-Leal et al. (2011), verificaram que apesar da 

suplementação com leucina não exercer efeito benéfico sobre a sensibilidade à insulina, a 

suplementação foi eficaz em reduzir as concentrações circulantes de colesterol e aumentar a 

concentração sérica de adiponectina em animais previamente obesos. Vianna et al. (2012), 

demonstraram que a suplementação com 4% de leucina durante 40 semanas em ratos machos e 

idosos, proporcionou ao grupo suplementado menor peso corporal e percentual de gordura 

quando comparado ao grupo controle.  

Como observado, a suplementação com leucina em médio e longo prazo pode reduzir 

a gordura corporal desempenhando um papel importante na regulação do metabolismo e 

equilíbrio de energia, afetando tecidos como o TAB, músculos e fígado. No entanto, o efeito 

direto da leucina na sinalização hepática e os mecanismos associados ainda não são totalmente 

compreendidos (BINDER et al., 2013; LU J, et al., 2013; PÁDUA et al., 2009; PEDROSA et 

al., 2010; YASARI et al, 2007). O estudo realizado por Macotela et al. (2011), demonstrou que 

o acréscimo desse aminoácido à uma dieta hiperlipídica promoveu melhoras em vários 

aspectos, como a redução da inflamação no tecido adiposo, a melhora na sinalização da insulina 

e a redução da deposição ectópica de lipídios no fígado. 

Garcia-Caraballo et al (2013), embora não tenham realizado a suplementação apenas 

com leucina, observaram que 3 semanas de dieta hiperproteica foram mais efetivas do que a 

restrição calórica de 20%, em reduzir a concentração de lipídios no fígado em camundongos 

com ou sem esteatose hepática pré-existente, além de apresentarem correlação inversa com as 

concentrações de triglicerídeos no fígado. 
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Ademais Donato JR, et al. (2007), investigaram a suplementação apenas com leucina 

associada à restrição calórica e observaram que os animais suplementados com 5,91 g de 

leucina/kg de peso e submetidos a 50% de restrição calórica, apresentaram redução de 25% na 

quantidade de massa gorda e aumento na concentração de proteína no fígado. Embora a 

associação da suplementação com restrição calórica seja pouco estudada, trabalhos tem 

demonstrado que a leucina, bem como seus metabólitos, pode aumentar a expressão da SIRT-

1, demonstrando um papel em comum entre essas duas intervenções (BRUCKBAUER; 

ZEMEL, 2011; 2014; PETZ; KLAUS, 2014). Considerando essa relação, Li H, et al. (2012), 

ofertaram 1,5g de leucina/100 ml a camundongos obesos e verificaram que a leucina apresentou 

correlação com o aumento da expressão da SIRT-1, com a melhora da sensibilidade à insulina 

e a redução do estresse oxidativo nos animais alimentados com dieta hiperlipídica. Além disso, 

o ganho de peso observado nos animais que receberam a suplementação não foi associado ao 

acúmulo de gordura ectópica no fígado e nos músculos. 

Baseado em evidências de que a restrição calórica e a suplementação com leucina 

influenciam vários aspectos no metabolismo da glicose, dos lipídios e de vias inflamatórias, 

tem havido crescente interesse da comunidade científica em elucidar os efeitos associados de 

ambas as intervenções, no intuito de encontrar estratégias eficazes no controle desses distúrbios 

metabólicos. Nesse sentido, devido aos estudos envolvendo a restrição calórica e a 

suplementação com leucina ainda serem controversos, viu-se a necessidade de explorar os 

efeitos da ação conjunta dessas intervenções sobre as alterações hepáticas decorrentes da 

interrupção do treinamento físico. 

 



38 

 

SILVA, K.G 

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

O destreinamento físico afeta vários órgãos e os efeitos dessa interrupção no 

treinamento sobre o fígado tem sido pouco explorado. Estudos apontam alterações metabólicas 

nesse órgão, como o comprometimento da via de sinalização da insulina, inflamação e 

deposição ectópica de gordura (BOWMAN et al.,2010; GÓMEZ-AMBROSI; RODRÍGUEZ, 

2008; STIENSTRA et al., 2007; YASARI et al., 2007). 

Intervenções nutricionais como a restrição calórica apresentam resultados positivos 

sobre a redução da gordura corporal, redução na secreção de citocinas pró-inflamatórias, 

melhora da sensibilidade à insulina hepática bem como da deposição ectópica de gordura no 

fígado (BOWMAN et al., 2010; DING, 2012; RAVUSSIN, 2015; SOARE; WEISS e 

POZZILLI, 2014). Além da restrição calórica, estudos apontam que a suplementação com 

BCAA pode vir a ser uma intervenção nutricional não apenas para estimular a síntese proteica, 

como também para reduzir a gordura corporal, aumentar oxidação de ácidos graxos e melhorar 

a homeostase glicêmica (CARABALLO et al., 2014; KAINULAINEN; HULMI e KUJALA, 

2013). Além do mais, estudos que avaliaram os efeitos da suplementação com leucina 

demonstraram que essa intervenção nutricional pode ser efetiva na redução do risco de 

obesidade, no controle glicêmico e no perfil lipídico (BINDER et al., 2013; BURRIL et al., 

2015; DONATO JR, et al. 2006; DONATO JR, et al., 2007; GARCIA-CARABALLO et al., 

2013; KAINULAINEN, HULMI, KUJALA, 2013; LAYMAN, 2003; LYNCH; ADAMS, 2014; 

TORRES-LEAL, 2011).  

Tomando por base as pesquisas que observaram as consequências do destreinamento 

físico e os benefícios da restrição calórica e do uso de leucina, sugere-se que essas duas 

intervenções associadas possam atenuar os efeitos deletérios da interrupção do treinamento 

físico. Nesta visão, tal estudo permitiu investigar os possíveis mecanismos de ação da leucina 

e da restrição calórica sobre a etiologia de algumas dessas consequências. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo geral 

 

Investigar os efeitos da restrição calórica associada ou não à suplementação com 

leucina sobre o perfil lipídico e a sensibilidade à insulina no fígado de animais destreinados. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

Avaliar o impacto da restrição calórica associada ou não à suplementação com leucina 

sobre:  

 Composição corporal dos animais; 

 Concentrações séricas e hepáticas de citocinas; 

 Expressão de genes e proteínas envolvidas no metabolismo lipídico;  

 Expressão de genes e proteínas envolvidos na via de sinalização da insulina e na 

homeostase glicêmica.  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Modelo experimental 

 

Para a realização deste trabalho foram utilizados 64 ratos Sprague-Dawley machos, 

com 6 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério de Produção e Experimentação da Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas e do Instituto de Química da Universidade de São Paulo (IQ-

FCF/USP). Os animais foram mantidos em gaiolas, em ambiente climatizado a 22 ± 2 ºC, com 

umidade relativa do ar de 55 ± 10%, com 15 a 20 trocas de ar por hora, e com ciclo biológico 

invertido de 12h claro/12h escuro. 

Todos os cuidados e procedimentos realizados com os animais seguiram as normas do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). É importante lembrar que o projeto 

para a elaboração desse trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) 

da Faculdade de Ciências Farmacêuticas (FCF) da Universidade de São Paulo (USP), Protocolo 

CEUA/FCF/311. 

 

5.2 Rações 

 

As rações utilizadas no estudo foram preparadas nas dependências do IQ-FCF/USP 

seguindo como base as recomendações do America of Nutrition, para manutenção de roedores 

AIN-93M (REEVES; NIELSEN e FAHEY, 1993). 

 

5.2.1 Ração controle (R-CON) 

 

Com o intuito de manter o mesmo teor de nitrogênio, quando comparada à ração 

suplementada com leucina, a ração AIN-93M foi adaptada e houve acréscimo dos aminoácidos 

não essenciais: alanina, ácido aspártico, glicina, prolina e serina (APÊNDICE A). 

 

5.2.2 Ração suplementada com leucina (R-LEU) 

 

A ração teve sua formulação adaptada da ração AIN-93M, com adição de 4,45 g/100 

g do aminoácido L-leucina, 0,98 g/100 g de isoleucina e 0,57 g/100 g de valina (4,45 g/100 g), 



41 

 

SILVA, K.G 

 

sendo que a dose de L-leucina se encontrou dentro do limite máximo tolerável para a ingestão 

sem causar qualquer efeito adverso (TSUBUKU et al., 2004). Dessa forma, 60 g de amido 

foram substituídos por L-leucina (44,5g) isoleucina (9,8g) e valina (5,7g), para cada quilograma 

de ração preparada (APÊNDICE A).  

 

5.2.3 Rações restrição calórica (R-RC) e restrição calórica suplementada com leucina (R-

RC+LEU) 

 

A fim de evitar que os animais dos grupos submetidos ao protocolo de restrição 

calórica apresentassem uma ingestão de nutrientes inferior às recomendações do American 

Institute of Nutrition, as rações R-RC e R-RC+LEU tiveram seus ingredientes ajustados 

conforme o experimento de Pugh et al. (1999) (APÊNDICE A). 

 

5.3 Protocolo de restrição calórica 

 

O acompanhamento do consumo alimentar foi realizado 3 vezes por semana, em balança 

semianalítica com precisão de 0,1 g (Marte AL 5000). Os animais dos grupos RC e LEU+RC 

foram submetidos à RC de 30% em relação ao consumo do grupo DT. A quantidade de ração 

foi ofertada de acordo com consumo ad libitum do grupo DT, ajustada pelo peso corporal do 

animal (grama de ração/ 100g massa corporal). A ração foi ofertada diariamente entre os 

horários 12:00 e 14:00hrs.  

 

5.4 Protocolo de treinamento físico 

 

O protocolo de treinamento utilizado consistiu em corrida em esteira ergométrica 

programável (Softmove, Implemed, São Paulo-SP), adaptada para treinar 8 animais 

simultaneamente no ciclo escuro. A intensidade do treinamento aeróbio utilizado foi baseada 

no teste de esforço máximo (TEM) a fim de assegurar que o treino se mantivesse entre uma 

intensidade baixa a moderada (50 a 70% da velocidade alcançada pelo TEM). O treino foi 

realizado 5 vezes por semana, com duração de 1 hora, durante 8 semanas para os animais que 

foram submetidos ao destreinamento, e 14 semanas para o grupo TR (RODRIGUES et al., 

2007; LEHNEN et al., 2010). 
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5.5 Teste de esforço máximo (TEM) 

 

Foram realizados 5 TEM durante o experimento para garantir o ajuste da carga de 

treinamento e o teste foi realizado conforme descrito na literatura (RODRIGUES et al., 2007; 

LEHNEN et al., 2010). Inicialmente, os animais foram submetidos a um período de adaptação 

na esteira em uma velocidade de 0,3 km/h durante 15 minutos por 3 dias consecutivos. Após 

esse período, o teste foi realizado em uma velocidade inicial de 0,3 km/h, aumentando 

progressivamente 0,3 km/h a cada 3 minutos até a exaustão dos animais.  

 

5.6 Delineamento do experimento 

 

O experimento foi dividido em duas fases: a primeira para determinação do baseline e 

a segunda para caracterização do modelo experimental e execução da proposta de intervenção 

com restrição calórica e suplementação com leucina em condição de destreinamento físico. Na 

primeira fase, os animais foram mantidos durante uma semana em gaiolas coletivas (2 animais 

por caixa) visando à adaptação dos mesmos à ração controle, às condições da sala e à 

manipulação. Na semana seguinte, os animais foram distribuídos de acordo com o a média do 

peso corporal, em dois grupos:  

 Grupo sedentário (SED, n=16): animais não-treinados com acesso ad libitum a ração 

AIN-93M.  

 Grupo treinado (TR, n=48): animais treinados durante 8 semanas em esteira 

ergométrica (Softmove, Implemed, São Paulo, SP) e com acesso ad libitum a ração AIN-93M. 

 

Todos os animais tiveram livre acesso à ração AIN-93M e água nesse período. Para a 

determinação do baseline, 8 animais de cada grupo foram eutanasiados após essa etapa do 

experimento. Na segunda fase, os demais animais do grupo TR foram redistribuídos em 5 

grupos de acordo com os valores da massa corporal, área sob a curva (AUC) e o TEM: 

 

 Grupo treinado (TR, n=48): animais treinados durante 8 semanas em esteira 

ergométrica (Softmove, Implemed, São Paulo, SP) e com acesso ad libitum a ração AIN-93M. 

 Grupo destreinado (DT, n=8): animais que cessaram o treinamento após 8 semanas e 

tiveram acesso ad libitum a ração AIN-93M. 
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 Grupo destreinado e suplementado com leucina (LEU, n=8): animais que 

interromperam o treinamento após 8 semanas e receberam a ração suplementada com leucina. 

 Grupo destreinado e com restrição calórica (RC, n=8): animais que interromperam o 

treinamento após 8 semanas e receberam 30% a menos da quantidade de ração consumida ad 

libitum pelo grupo DT. 

 Grupo destreinado suplementado com leucina e com restrição calórica (LEU+RC, 

n=8): animais que interromperam o treinamento após 8 semanas e receberam 30% a menos da 

ração suplementada com leucina consumida ad libitum pelo grupo DT. 

 

Todos os grupos apresentaram livre acesso à água durante o experimento e, a partir 

dessa etapa do experimento todos os animais foram alocados em gaiolas individuais, para que 

o consumo alimentar fosse adequadamente controlado. No final da 14ª semana todos os animais 

foram eutanasiados. Na Figura 4 é possível visualizar o desenho experimental deste estudo. 

 

 

Figura 4: Delineamento experimental do estudo. 

 

*animais eutanasiados na 8ª semana § animais eutanasiados na 14ª semana. 
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5.7 Eutanásia e análises 

 

Durante o experimento foram realizadas avaliações in vivo, como a evolução do peso 

corporal, os testes de tolerância à glicose e à insulina. As análises da composição corporal, 

parâmetros séricos e teciduais foram avaliados após a eutanásia. 

 

5.7.1 Análises in vivo 

 

5.7.1.1 Peso corporal 

 

A avaliação do peso corporal foi realizada 3 vezes por semana, em balança 

semianalítica com precisão de 0,1 g (Marte AL 5000). Os animais foram manipulados no ciclo 

escuro, em horário fixo (14h às 15h). 

 

5.7.1.2 Teste de tolerância à glicose (OGTT) 

 

O teste de tolerância oral à glicose foi realizado na 8ª e na 13ª semana. Após 8 horas 

de jejum, uma amostra de sangue foi retirada da veia caudal de cada rato (tempo 0), e na 

sequência receberam via gavagem a solução de glicose na concentração de 2 g/kg de peso. As 

amostras de sangue foram coletadas nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos e a dosagem 

glicêmica foi realizada utilizando-se o glicosímetro Accu-Check Performa (Roche®). 

 

5.7.1.3 Teste de tolerância à insulina (ITT) 

 

Para a avaliação da sensibilidade à insulina, os animais foram submetidos ao teste de 

tolerância à insulina in vivo em 3 momentos diferentes, sendo estes no início do experimento, 

na 8ª e 13ª semanas. Nesse teste, para a determinação da curva glicêmica após administração 

de insulina, foi injetado via intraperitoneal uma dose de 0,75 U/kg de peso corporal de insulina 

regular humana (Novolin R, Novo Nordisk, Araucária, P.R., Brasil) nos animais em jejum de 4 

a 8 horas. A glicemia foi determinada por meio de glicosímetro (Accu-Check Performa, 

Roche®) em amostras de sangue retiradas da veia caudal nos tempos zero (basal), 5, 10, 15, 20, 

25, 30 e 40 minutos após a administração de insulina. 
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Os valores obtidos entre os tempos de 5 a 30 minutos foram usados para calcular a 

constante da taxa de desaparecimento da glicose plasmática (KITT), mediante análise da curva 

de decaimento de acordo com o método proposto por Bonora et al. (1989). 

 

5.7.2 Eutanásia e coleta de amostras 

 

No dia precedente à eutanásia, os animais foram privados de ração por período 

equivalente a 4 horas. Após esse período, os animais voltaram a ter acesso à alimentação por 

igual tempo de jejum na quantidade equivalente ao consumo médio/hora do dia anterior. Após 

esse período, a ração foi totalmente retirada 8 horas antes do início da eutanásia, estabelecendo 

assim um estado metabólico semelhante para todos. Com o intuito de evitar o efeito agudo do 

exercício, os animais do grupo TR interromperam o treinamento 72 horas antes do início da 

eutanásia.  

Para minimizar possíveis interferências do tempo de jejum e do horário da eutanásia, a 

ordem dos animais eutanasiados foi rotativa, ou seja, um animal de cada grupo foi eutanasiado 

até que se repetisse o mesmo grupo. Os ratos foram eutanasiados no período da manhã, entre 

09:00 e 12:00 horas por venosecção sob anestesia com 0,2 ml/kg de peso corporal com uma 

solução de Ketamina e cloridato Xilazina (Sepso Indústria e Comércio Ltda., Paulínia, SP, 

Brasil) na proporção 2:1. 

O sangue foi coletado, centrifugado a 4 ºC, 3.000 rpm, por 15 minutos; e as respectivas 

porções séricas foram separadas. O soro foi armazenado em microtubos, em freezer (-80°C). 

Tecidos adiposos brancos (retroperitoneal, epididimal e subcutâneo) e o fígado foram retirados, 

pesados e armazenados em freezer (-80°C). Os tecidos utilizados nos outros experimentos 

foram submetidos ao mesmo protocolo de retirada e armazenamento. 

No intuito de preparar a carcaça para a composição corporal, todo o trato gastrintestinal 

foi retirado e higienizado com solução salina, antes de ser devolvido à carcaça. Nesse momento, 

a carcaça foi pesada em balança analítica com precisão de 0,0001 g (Ohaus) e, posteriormente, 

levada à estufa a 70 ºC para determinação da umidade. A carcaça foi armazenada em freezer a 

-20°C até a determinação da composição corporal. 
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5.7.3 Análises após a eutanásia 

 

5.7.3.1 Composição química da carcaça 

 

Avaliação da composição corporal dos animais foi realizada por meio de análise 

química da carcaça. Para determinação do conteúdo de lipídios, proteína, umidade e cinzas, foi 

utilizada metodologia conforme descrito por Donato Jr, et al. (2006). A carcaça consistiu de 

todo o corpo do animal, incluindo a cabeça, com exceção da amostra de sangue, fígado, tecidos 

adiposos brancos (retroperitoneal, epididimal e subcutâneo) e músculos (gastrocnêmios e 

sóleos) que foram removidos para análises. Como já mencionado, o conteúdo gastrintestinal foi 

retirado e lavado em solução salina, antes de ser devolvido à carcaça. 

  

5.7.3.2 Parâmetros séricos 

 

A concentração de glicose sérica foi determinada pelo método de Bergmeyer (1973). 

As dosagens de citocinas foram realizadas pelo método imunoensaio multiplex, utilizando kit 

rat serum adipokine panel 7 LINCOples, para dosagem simultânea de IL-6, IL-10 e leptina, e 

kit rat adiponectin Single-plex, para a determinação da concentração sérica de adiponectina. 

Ambos os kits são produzidos pela LINCO Research (EUA) e as determinações foram feitas 

em equipamento automático Lincoplex 200.  

A insulina sérica foi dosada por meio do kit Insulin EZRMI-13K (Merck Millipore) 

utilizando método colorimétrico em leitor de microplaca conforme as recomendações do 

fabricante. 

 

5.7.3.3 Parâmetros teciduais 

 

5.7.3.3.1 Dosagem de citocinas 

 

Para a análise das citocinas IL-6 e IL-10 no fígado dos animais foi utilizado o kit 

MILLIPLEX MAP Rat Cytokine/Chemokine Bead Panel (MerckMillipore). Para a extração do 

tecido utilizou-se tampão PBS (pH=7,4) com inibidores de protease e fosfatase. As 

determinações foram feitas em equipamento automático MAGPIX® seguindo-se as instruções 

do fabricante.  
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5.7.3.3.2 Ensaio de ligação da unidade p65 do NF-kB 

 

Para avaliar a ligação das subunidades p50 e p65 do NF-kB à região promotora do 

DNA foi utilizado o kit NF-kB p50/p65 transcription® (Abcam). O kit utiliza placa contendo 

96 poços onde a sequência alvo do NF-kB está imobilizada. O ensaio consiste na incubação da 

fração proteica total ou nuclear das amostras na placa, possibilitando que as moléculas de NF-

kB presentes no extrato reconheçam a sequência-alvo imobilizada e se liguem. Em seguida, os 

anticorpos primários específicos marcam as proteínas ligadas por meio da adição de anticorpos 

secundários conjugados a HRP (Horseadish Peroxidase) e uma leitura colorimétrica sensível a 

450 nm torna possível a quantificação da absorbância e da ligação. 

 

5.7.3.3.3 Concentrações de colesterol e triglicérides 

 

A extração de lipídeos para a determinação das concentrações de colesterol e 

triglicerídeos foi realizada pelo método de Hara e Radin, 1978 e Asadi et al. 2010. Nesse 

método, 1,125 mL de hexano isopropanol foram adicionados à 62,5 mg de fígado e mantidos 

overnight sob agitação para desnaturação do tecido. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 4000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante transferido para outro tubo e 

adicionado de 1,5 mL de solução de sulfato de sódio (6,6%), agitado e colocado em repouso 

durante 15 minutos para decantar. Após as amostras decantarem, retirou-se 200 μL do 

sobrenadante e utilizou-se gás nitrogênio para secar. As amostras foram ressuspendidas em 0,4 

mL de isopropanol. O colesterol total e os triglicerídeos teciduais foram determinados através 

de método enzimático colorimétrico utilizando os kits comerciais Colesterol liquiform 

Labtest® e Triglicérides liquiform Labtest®. 

 

5.7.3.3.4 Expressão gênica 

 

A expressão gênica da proteína reguladora de ligação de esteróis (SREBP-1c), ácido 

graxo sintetase (FAS), acetil-CoA carboxilase (ACC), receptor ativado por proliferador de 

peroxissoma (PPARα) e fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), no fígado, foi realizada 

pela técnica de reação em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR), conforme descrito a 

seguir. 
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Para extração de RNA, amostras de fígados (25mg) foram homogeinizadas com 

polytron (IKA) e isolados utilizando-se o reagente trizol (Invitrogen, Carlsbad, California), 

seguindo as instruções do fabricante. As amostras foram dissolvidas em água ultrapura e suas 

concentrações foram determinadas utilizando-se o espectrofotômetro (Nanodrop) nos 

comprimentos de onda de 260nm (RNA) e 280nm (proteína). O grau de pureza da amostra foi 

avaliado através da relação das leituras 260 e 280nm, sendo considerados ideais os valores entre 

1,8 e 2,0. Uma alíquota do RNA foi submetida à eletroforese em gel de agarose a 1% para 

visualização da integridade da amostra observando as subunidades do RNA ribossômico, 18S 

e 28S, e também possíveis contaminações com DNA.  

A transcrição reversa do RNA total para cDNA foi realizada utilizando o kit High 

Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Os primers que foram 

utilizados nas reações de qRT-PCR foram desenhados pelo programa Primer Express (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) (Quadro 1). As reações de PCR em tempo real (qRT-PCR) 

foram realizadas em triplicata, em placas específicas de 96 poços no equipamento StepOne 

System, usando o sistema para detecção de produtos de amplificação SYBR Green Mastermix 

(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). 

O sinal de fluorescência emitida em decorrência da amplificação da sequência de 

DNA-alvo, gerou o parâmetro ciclo, denominado “Cycle threshold” (Ct). Para cada amostra de 

cDNA, o Ct de cada gene foi registrado e comparado com o gene constitutivo GAPDH. 

 

 

Tabela 1: Sequência dos primers utilizados na reação de PCR em tempo real (qRT-PCR) 

Gene Sequência 

Sense Anti sense 

PEPCK CTGGCGTTGAATGCTTTCTC ACTGTTGGCTGGCTCTCACT 

SREBP-1c CTTCCGGCTTCTCAGGAAC AGTGTGGCTGCAGTACAACG 

ACC GCTCTGCCTGCACTTTCTCT CAAATATGGTGGTGGCATTG 

FAZ CAGGACAGCCTGCAACAGT CTGGCTCAGCACCTCTATCC 

PPAR-α ACTATGGAGTCCACGCATGTGA TTGTCGTACGCCAGCTTTAGC 

GAPDH CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT AGACAGCCGCATCTTCTTGT 
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5.7.3.3.5 Quantificação protéica 

 

A quantificação das proteínas sirtuína 1 total (SIRT-1), phospho fator de transcrição 

“Forkhead” da família da FoxO (pFOXO1Ser256), phospho proteína quinase ativada pelo AMP 

(p-AMPK), proteína quinase B total (AKT) e phospho proteína quinase B (AKT308) foram 

realizadas pela técnica de quimioluminescência, western blotting. 

 

 Quantificação de proteínas 

Para quantificar a concentração da proteína no homogenato foi utilizado o kit 

comercial BCA Protein Assay Reagent (Termo Scientific), onde o princípio da técnica é a 

Proteína BCA, que combina a redução conhecida de Cu2+ para Cu+1 por proteínas em meio 

alcalino, com a detecção colorimétrica altamente sensível e seletivo do cátion de cobre (Cu+1) 

por ácido bicinconínico. 

Para o ensaio, os homogenatos de fígado foram diluídos em água deionizada 40x. Os 

padrões de albumina foram diluídos em diluição seriada 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 e 0. 

Os reagentes de detecção foram misturados em proporção 1:50. Na microplaca foi adicionado 

10 μl de amostra diluída e padrões e, após, adiciona-se 200 μl do reagente de detecção e é 

realizada a leitura no leitor de microplaca à 562 nm (Synergy H1/ Biotek). As leituras foram 

plotadas a partir da curva de albumina. 

 

 Preparo do gel de poliacrilamida 

 

O gel de poliacrilamida foi preparado conforme protocolo de Sambrook et al. (1989), 

descrito sucintamente a seguir. Foram preparados géis em bicamada, sendo a camada superior 

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

0,1% persulfato de amônio e 0,1 % TEMED. O gel inferior (separação) foi preparado com 10 

a 12% de poliacrilamida, 380 mM Tris. HCl (pH 8,8), 0,1 % persulfato de amônia e 0,077 % 

TEMED. 

 

 Preparo do lisado de proteínas para SDS-PAGE e Western blotting 

 

As amostras foram fervidas a 100 ºC, por 5 minutos, em tampão de amostra contendo 

125 mM Tris, pH 6,8, 25% glicerol, 2,5% SDS, 2,5% beta-mercaptoetanol e 0,002% de azul de 
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bromofenol. O sobrenadante foi então combinado com o tampão acima descrito. Amostras 

contendo 50 μg por “poço”, foram submetidas à eletroforese no gel de poliacrilamida por 3oras 

a 100 V. 

 

 Transferência do gel para a membrana 

 

Inicialmente, a membrana de nitrocelulose (Amersham Hybond ECL Nitrocellulose) 

foi hidratada e então, um "sanduíche" foi montado na seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel 

filtro de 3 mm (Whatman), gel, membrana, 2 folhas de papel de filtro de 3 mm e esponja. A 

transferência de proteínas do gel para a membrana foi realizada em cuba de eletroforese, na 

presença de tampão de transferência (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 % SDS, pH 8,3), 

sob corrente de 120V por 90 minutos. 

 

 Sondagem das proteínas com anticorpo 

 

Os sítios sem proteína das membranas foram bloqueados com albumina de soro bovino 

(A7030 Sigma) a 7%, em tampão PBST, por 20 minutos, sob agitação. Em seguida, as 

membranas foram colocadas nos cacetes do aparelho SNAPid e lavadas três vezes com tampão 

PBST. O anticorpo específico primário de cada proteína foi diluído em tampão PBST (1:500) 

com 2 % de albumina e utilizado para incubação das membranas durante 20 minutos. 

Posteriormente, as membranas foram novamente colocadas no SNAPid para serem lavadas três 

vezes com PBST. A proteína foi então marcada nas membranas com anticorpo secundário IgG 

para camundongo (SIRT-1) ou IgG para coelho, para as demais proteínas, conjugado com 

peroxidase de raiz forte, diluído 1:10.000 em PBST por 20 minutos, com agitação e repetiu-se 

o procedimento de lavagem das membranas. 

 

 Revelação com sistema quimioluminescente 

 

A solução de revelação foi preparada pela mistura de volumes iguais dos reagentes A 

e B do kit ECL (luminol, fenol e peróxido de hidrogênio) e a mistura foi utilizada para umedecer 

as membranas. As bandas (proteínas) foram então visualizadas pelo sistema de bioimagem 

ImageQuant™ 400 (GE) e analisados pelo software ImageQuant TL (GE Healthcare). 
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5.8 Análise estatística 

 

Os parâmetros foram apresentados segundo os objetivos citados na presente pesquisa. 

A normalidade foi previamente analisada pelo teste Shapiro-Wilk. Nas variáveis nas quais a 

normalidade não foi confirmada, procedimentos não paramétricos foram utilizados. Os dados 

foram expressos em média e desvio padrão. O Teste T de Student foi utilizado para amostras 

independentes. As comparações entre os grupos foram avaliadas por meio de análise de 

variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey, para identificação dos contrastes significantes. 

Para todas as análises foi considerado um nível de significância de 5%, para rejeitar a hipótese 

de nulidade e a elaboração dos cálculos e gráficos foi realizada através do pacote Graphic pad 

prisma 5. 
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6.0 RESULTADOS 

 

Nesse trabalho serão apresentados os resultados de peso, consumo e teste de esforço 

máximo referente a todos os grupos. Os demais resultados, como composição da carcaça, 

parâmetros séricos e teciduais serão apresentados apenas dos grupos submetidos ao 

destreinamento físico. 

 

6.1 Teste de esforço máximo 

 

Foram realizados 5 testes de esforço máximo (TEM) durante o experimento no intuito 

de comprovar a efetividade do treino, bem como distribuir os animais nos grupos ao término 

do período de treinamento. Conforme é possível observar na Figura 5, a partir da 8ª semana o 

desempenho do grupo SED foi significativamente menor em relação aos demais grupos 

(p<0,05). No teste realizado na 11ª semana o grupo TR apresentou desempenho 

significativamente maior aos demais grupos, aumentando progressivamente, em especial na 13ª 

semana (p<0,05). Considerando a definição de destreinamento físico, é possível certificar que 

em relação ao TEM, a interrupção do treinamento por 6 semanas foi efetiva para alterar as 

adaptações no desempenho adquiridas pelos animais durante as 8 semanas de treino. 

 

Figura 5: Teste de esforço máximo dos grupos experimentais. 
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Legenda: a. SED vs (TR, DT, LEU, RC e LEU+RC) (p<0,05); b. TR vs (SED, DT; LEU; RC e LEU+RC) p<0,05. 

Dados expressos em média±desvio-padrão. 



53 

 

SILVA, K.G 

 

6.2 Caracterização dos grupos após oito semanas de treinamento (baseline). 

 

Na oitava semana do experimento, 32 animais do grupo TR interromperam o 

treinamento e foram redistribuídos para formar os grupos DT, LEU, RC e LEU+RC. Para tanto, 

houve o cuidado de avaliar a massa corporal e a área sob a curva (AUC) referente ao teste de 

tolerância à glicose (OGTT) nesse período. Como pode ser observado na Tabela 2 não houve 

diferença significativa entre os grupos experimentais, tanto para a massa corporal quanto para 

a AUC. 

 

 

Tabela 2: Caracterização dos grupos a partir do peso corporal para distribuição na 8ª semana 

(baseline) 

Grupos Peso (g) AUC 

SED 503,1  9,69 4113,75  457 

TR 504,45  28,74 4226,25  1047,09 

DT 506,2  41,68 4102,5  1892,79 

LEU 503,47 10,04 4121,50  755,75 

RC 505,17 + 42,22 4290  1165,63 

LEU+RC 506,5  43,64 4237,5  918,92 

Dados expressos em média±desvio-padrão 

 

 

6.3 Consumo de ração 

 

O consumo médio de ração dos grupos submetidos à restrição calórica (RC e 

LEU+RC) foi significativamente menor (p<0,0001) quando comparado aos demais grupos, não 

sendo observada diferença significativa entre o consumo de ração dos animais dos grupos DT 

e LEU (FIGURA 6).  
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Figura 6: Consumo de ração durante o destreinamento físico. 

09 10 11 12 13 14
0

10

20

30
DT

LEU

RC

LEU+RC

a,b a,b a,b
a,b a,b

a,b

Semanas

R
a

ç
ã

o
 (

g
/1

0
0

g
 P

C
)

 

Legenda: a. RC vs (DT e LEU; p<0,0001) b. LEU+RC vs (DT e LEU; p:<0,0001). Dados expressos em 

média±desvio+padrão. 

 

 

6.4 Aminograma 

 

Conforme pode ser visualizado na Tabela 3 não houve diferença significativa nas 

concentrações de aminoácidos no sangue entre os animais que receberam ou não a 

suplementação com leucina.  
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Tabela 3: Concentração de aminoácidos no sangue dos animais. 

Aminoácidos 

(mg/kg) 

DT LEU RC LEU+RC 

asparagina  8,0 7,4 7,8 9,5 

Glutamina  95,2 97,9 94,9 110,6 

Alanina 43,0 41,2 50,3 52,1 

Arginina 20,3 27,5 22,1 29,1 

Ác. aspártico 4,0 3,7 4,7 5,5 

Glicina 30,4 24,7 36,8 30,3 

Ác. glutâmico 28,1 22,5 24,2 24,6 

Lisina 63,4 70,6 63,1 69,1 

Cistina 14,2 14,3 11,5 12,4 

Metionina 7,6 7,9 8,2 8,7 

Fenilalanina 10,6 10,8 10,7 11,3 

Tirosina 9,7 10,1 11,0 10,6 

Treonina 22,0 22,9 23,5 22,1 

Prolina 16,7 17,2 25,8 24,1 

Histidina 6,8 7,0 8,4 8,2 

Serina 27,0 23,0 35,0 28,7 

Taurina 39,2 41,0 42,5 46,5 

Aminoácidos de cadeia ramificada 

Isoleucina 9,2 9,9 8,9 8,9 

Leucina 15,8 17,5 16,2 19,5 

Valina 15,74 17,34 15,65 15,31 

 

 

6.5 Pesos dos animais 

 

Na Figura 7 consta o peso corporal inicial, final e a variação de peso dos animais 

durante o experimento, respectivamente. O peso inicial não apresentou diferença significativa 

entre os grupos. Por outro lado, o peso final do grupo RC foi significativamente menor 
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(p<0,0001) quando comparado aos grupos DT e LEU. Semelhantemente, o grupo LEU+RC 

também apresentou menor peso quando comparado ao grupo DT. 

Na variação da massa corporal final em relação à massa corporal inicial {Δ = [(Peso 

final – Peso inicial)/ peso inicial] x 100}, a restrição calórica foi eficaz em atenuar o ganho 

ponderal decorrente do destreinamento físico (DT vs RC; LEU+RC e LEU vs RC; LEU+RC. 

p<0,0001). Além disso, constatou-se que os ratos do grupo RC e LEU+RC apresentaram perda 

de peso no decorrer das últimas 6 semanas do experimento.  

 

 

Figura 7: Peso inicial, final e variação do peso corporal dos animais. 
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Legenda: a. DT vs RC; b. DT vs LEU+RC; c. LEU vs RC; d. LEU vs LEU+RC. p<0,0001. Dados expressos em 

média±desvio-padrão. A. Peso inicial B. Peso final C. Δ peso corporal 
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6.6 Coeficiente de eficácia alimentar 

 

Na Figura 8 é representado o CEA dos grupos experimentais durante o período de 

destreinamento físico. Os grupos submetidos à restrição calórica associada ou não a 

suplementação com leucina, apresentaram CEA significativamente menor (p<0,0001) do que 

os grupos DT e LEU, refletindo a perda de peso observada nesses animais. 

 

 

Figura 8: Coeficiente de eficácia alimentar. 
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Legenda: a. DT vs RC; b. DT vs LEU+RC (p<0,0001); c. LEU vs LEU+RC; d. LEU vs LEU+RC (p<0,0001). 

CEA: Coeficiente de eficácia alimentar. Dados expressos em média±desvio-padrão. 

 

 

6.7 Composição corporal 

 

Na Figura 9 estão representados os valores de umidade (A), gordura (B), massa magra 

(C) e proteína (D) presentes na carcaça dos animais. Conforme pode ser observado, não houve 

diferença significativa em relação à umidade e a quantidade de proteína na carcaça dos animais, 

essa última indica que os animais não apresentaram desnutrição durante a restrição calórica. 

Em contrapartida, os grupos submetidos à restrição calórica associada ou não à suplementação 

com leucina (RC e LEU+RC) apresentaram percentual de gordura significativamente menor 

(p<0,05) do que os grupos DT e LEU. Por último, ao que condiz a massa magra desses animais, 



58 

 

SILVA, K.G 

 

os grupos RC e LEU+RC apresentaram percentual significativamente maior do que os grupos 

DT e LEU (p<0,05). 

 

 

Figura 9: Composição das carcaças dos animais ao final do experimento. 
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Legenda: a. DT vs RC; b. DT vs LEU+RC; c. LEU vs RC; d. LEU vs LEU+RC (p<0,05). A. Umidade; B. Gordura 

C. Massa magra; D. Proteína. Dados expressos em média±desvio-padrão.  

 

 

6.8 Peso relativo dos fígados e coxins adiposos 

 

O peso relativo dos coxins adiposos epididimal (EPI) (p<0,05), subcutâneo (SUB) 

(p<0,05) e retroperitoneal (RTP) (P<0,0001) foi significativamente maior no grupo DT e LEU 

quando comparados aos grupos RC e LEU+RC. Quando realizado o somatório dos coxins 

adiposos o grupo DT exibiu quantidade de tecido adiposo significativamente maior (p=0,0014) 
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do que os grupos RC e LEU+RC (FIGURA 10). Em relação ao peso relativo dos fígados não 

foi observada diferença significativa entre os grupos (FIGURA 11).  

 

 

Figura 10: Peso relativo dos coxins adiposos dos animais ao final do experimento. 
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Legenda: a. DT vs RC; b. DT vs LEU+RC; c. LEU vs RC; d. LEU vs LEU+RC.A. Tecido adiposo retroperitoneal: 

(p<0,0001); B. Tecido adiposo epididimal (p<0,05); C. Tecido adiposo subcutâneo (p<0,05); D. Somatório dos 

coxins adiposos (p=0,0014). Dados expressos em média±desvio-padrão. 
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Figura 11: Peso relativo dos fígados dos animais ao final do experimento. 
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Dados expressos em média±desvio-padrão 

 

 

6.9 Teste de tolerância à glicose, à insulina e dosagem de insulina sérica. 

 

No teste oral de tolerância à glicose (OGTT) realizado na 8ª semana não houve 

diferença significativa (p=0,6350) entre os grupos, porém no teste realizado na 13ª semana o 

grupo DT apresentou tolerância à glicose significativamente maior do que os grupos RC e 

LEU+RC (p<0,05) (TABELA 4). Quando comparado os resultados das duas semanas 

(FIGURA 12), observa-se que o grupo DT apresentou aumento significativo de 56,75% nas 

concentrações circulantes de glicose na 13ª semana, enquanto que os grupos RC e LEU+RC 

tiveram redução significativa de 15,50% e 19,13%, respectivamente (p=0,0032). Esses 

resultados demonstram que a interrupção do treinamento por 6 semanas foi suficiente para 

comprometer a captação de glicose nesses animais e que a restrição calórica associada ou não 

à suplementação com LEU durante esse período permitiu uma condição de homeostase 

glicêmica. 

Se por um lado o destreinamento físico influenciou a homeostase glicêmica, o 

resultado não se repetiu no teste de tolerância à insulina (ITT) realizados nas respectivas 

semanas (TABELA 5). Todos os grupos submetidos ao destreinamento físico com ou sem 

intervenção nutricional não obtiveram diferença significativa entre os grupos ou entre as 
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semanas, sugerindo que, as intervenções não influenciaram na melhora da sensibilidade à 

insulina. 

 

Tabela 4: Teste de tolerância à glicose (mg/dl/120min) dos grupos experimentais nas semanas 

8 e 13. 

 Semana 8 Semana 13 

DT 3120±901,1 5476±2209 a.b,c 

LEU 3682±889,9 4800±614,6 

RC 3686±1301 2963±1261 

LEU+RC 3736±962,8 2762±1421 

Legenda: a. DT vs RC; b. DT vs LEU+RC da 13ª semana, p<0,05. c. DT 13ª semana vs DT da 8ª semana. Dados 

expressos em média±desvio-padrão. 

 

 

Figura 12: Δ OGTT dos grupos entre as semanas 8 e 13 do experimento. 
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Legenda: a. DT vs RC; b. DT vs LEU+RC (p=0,0032). Dados expressos em média±desvio-padrão. 
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Tabela 5: Teste de tolerância à insulina (µU/ml) nas semanas 8 e 13 dos grupos experimentais 

 Semana 8 Semana 13 

DT 1,49±0,19 0,98±0,78 

LEU 1,59±0,25 0,93±0,72 

RC 1,58±0,30 0,79±0,56 

LEU+RC 1,53±0,36 0,96±0,65 

Dados expressos em média ± desvio-padrão. 

 

 

As concentrações séricas de insulina não apresentaram diferença significativa 

(p=0,9654) entre os grupos. Assim como no ITT, também não houve diferença nas 

concentrações de insulina sérica entre os grupos, sugerindo que o período de destreinamento 

não foi suficiente para ocasionar alterações significativas na sensibilidade da insulina. 

 

 

Figura 13: Dosagem de insulina sérica dos grupos ao final do experimento. 
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Dados expressos em média±desvio-padrão. 

 

 

 

 

 



63 

 

SILVA, K.G 

 

6.10 Dosagem de citocinas no soro 

 

Foram analisadas as concentrações séricas de adiponectina, leptina, IL-10 e IL-6. A 

restrição calórica associada ou não à suplementação com leucina (grupos RC e LEU+RC) 

resultou em níveis circulantes de leptina significativamente menores em comparação ao grupo 

DT (p<0,0002) (FIGURA 14). Além disso as concentrações séricas de leptina apresentaram 

relação significativamente positiva com a adiposidade (p<0,0001) (FIGURA 15). Por outro 

lado, as concentrações séricas de adiponectina não apresentaram correlação significativa com a 

adiposidade (FIGURA 15), bem como não foi observada diferença entre as concentrações de 

adiponectina entre os grupos (FIGURA 14). Quando observada a razão adiponectina/leptina 

(FIGURA 14), os grupos submetidos a restrição calórica associada ou não com a suplementação 

com leucina, apresentaram razões significativamente maiores em relação aos grupos DT e LEU 

(p<0,0001).  

Ao que condiz as citocinas IL-6, IL-10 e a razão entre as mesmas, foi observada 

diferença significativa apenas nos valores de IL-6 no grupo LEU em comparação ao grupo 

LEU+RC (p=0,0064) (FIGURA 16).  
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Figura 14: Concentrações séricas de adiponectina, leptina e razão adiponectina/leptina. 
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Legenda:a. DT vs RC; b. DT vs LEU+RC; c. LEU vs RC; d. LEU vs LEU+RC. Leptina: p=0,0002; 

Adiponectina/leptina: p<0,0001. A. Leptina; B. Adiponectina. C. Adiponectina/leptina. Dados expressos em 

média±desvio-padrão.  
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Figura 15: Correlação do tecido adiposo total com as concentrações séricas de leptina e 

adiponectina. 
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Legenda:A. Correlação leptina e tecido adiposo B. Correlação adiponectina e tecido adiposo 
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Figura 16: Concentrações séricas e razão das citocinas IL-6 e IL-10. 
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Legenda: a. LEU vs LEU+RC (p=0,0064).A. IL-6; B. IL-10; C. IL-6/IL-10. Dados expressos em média±desvio-

padrão. 

 

 

6.11 Dosagem de citocinas no fígado 

 

Na Figura 17 encontram-se as dosagens das citocinas IL-6 e IL-10 no fígado, bem 

como a razão IL-6/IL-10. A dosagem das citocinas IL-6 e IL-10 não apresentaram diferença 

significativa entre os grupos, porém quando realizada a razão IL-6/IL-10 o grupo LEU 

apresentou a razão significativamente maior em comparação ao grupo LEU+RC (p=0,0214). 

Na correlação das citocinas com o peso relativo do tecido adiposo (FIGURA 18) verificou-se 
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correlação significativamente positiva com a IL-6 (p=0,0334) enquanto a citocina IL-10 

apresentou correlação negativa (p<0,0001). 

 

 

Figura 17: Dosagem das citocinas IL-6 e IL-10 e razão IL-6/IL-10 no fígado. 
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Legenda: a. LEU vs LEU+RC (p=0,0214). A.IL-6. B. IL-10, C. IL-6/IL-10.Dados expressos em média±desvio-

padrão. 
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Figura 18: Correlação das citocinas IL-6 e IL-10 no fígado com o peso relativo do tecido 

adiposo total. 
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Legenda: A. Correlação IL-6 e tecido adiposo; B. Correlação IL-10 e tecido adiposo 
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6.12 Atividade de ligação do NF-kB no fígado. 

 

A Figura 19 apresenta o resultado do teste da atividade de ligação do NF-kB no fígado, 

e como pode ser observado não houve diferença significativa (p=0,4595) entre os grupos. Além 

disso, não foi observada correlação significativa entre valores de NF-kB com as citocinas IL-e 

IL-10 presentes no fígado dos animais, bem como não foi verificada influência da adiposidade 

sobre atividade do NF-kB (FIGURA 20). 

 

 

Figura 19: Atividade de ligação do NF-kB no fígado. 
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Dados expressos em média±desvio-padrão. 
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Figura 20: Correlação da atividade de ligação do NF-kB com a concentração das citocinas IL-

6 e IL-10 no fígado e com peso relativo do tecido adiposo total. 
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Legenda: A. Correlação IL-6 e NF-kB; B. Correlação IL-10 e NF-kB; C. Correlação NF-kB e tecido adiposo. 

 

 

6.13 Dosagem de triglicerídeos e colesterol no fígado dos animais 

 

Na Figura 21 é possível observar o grupo LEU exibiu a concentração de triglicerídeos 

significativamente superior ao apresentado pelo grupo LEU+RC (p=0,0127). Por outro lado, o 

grupo DT apresentou a concentração de colesterol significativamente maior em relação ao 

grupo RC (p=0,0115) (FIGURA 22). Esses resultados demonstram que a restrição calórica 

associada ou não ao uso de leucina pode amenizar a deposição de triglicerídeos e/ou colesterol 

no fígado. 
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Figura 21: Concentração hepática de triglicerídeos. 
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Legenda: a. LEU vs LEU+RC (p=0,0127). Dados expressos em média±desvio-padrão. 

 

 

Figura 22: Concentração hepática de colesterol. 
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Legenda: a. DT vs RC (p=0,0115). Dados expressos em média±desvio-padrão. 
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6.14 Quantificação de proteínas no fígado 

 

Os gráficos seguintes apresentam a quantificação das proteínas SIRT-1, pAMPK172 , 

AKT total e fosforilada (Tir-308) e FoxO1 (Ser256) no fígado dos animais após as semanas de 

experimento. A proteína SIRT-1 foi a única que exibiu comportamento hipotetizado em nossa 

pesquisa, isto é, os grupos submetidos à restrição calórica (RC e LEU+RC) apresentaram maior 

expressão em comparação ao grupo DT e LEU (p<0,05), sugerindo que as intervenções 

propostas, seja na forma isolada ou em conjunto, influenciam positivamente o comportamento 

dessa proteína. Curiosamente as demais proteínas não apresentaram diferença significativa 

entre os grupos estudados. 
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Figura 23: Análises de Western blot das proteínas SIRT-1, p-AMPK, AKT total, p-AKT308 e p-

FOXO-1256 no fígado. 
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Legenda: Bandas quantificadas como densidade x área da banda e expressas em unidades arbitrárias (UA). a. DT 

vs LEU; b. DT vs RC; c. DT vs LEU+RC; d. LEU vs LEU+RC (p<0,05). A. SIRT-1; B. pAMPK172; C.AKT total; 

D.pAKT308; E.pFoxO-1. 
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6.15 Expressão gênica 

 

Na Figura 24 estão representadas as expressões dos genes PEPCK, PPAR-α, ACC, 

FAS e SREBP-1c. A expressão do gene PEPCK não apresentou diferença significativa entre os 

grupos. Por outro lado, o gene PPAR-α envolvido com a oxidação de ácidos graxos e na 

sensibilidade à insulina teve sua expressão aumentada de forma significativa apenas no grupo 

LEU+RC (p=0,0034). Quando observados os genes envolvidos na lipogênese, verificou-se que 

o grupo LEU+RC aumentou significativamente a expressão dos genes ACC (p=0,0003), FAS 

(p<0,0001) e SREBP-1c (p=0,0032) em comparação ao grupo DT. Além disso, o grupo RC 

também apresentou a expressão significativamente maior do gene SREBP-1c em relação ao 

grupo DT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 

 

SILVA, K.G 

 

Figura 24: Expressão dos genes PEPCK, PPAR-a, ACC, FAS e SREBP-1c. 
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Legenda:a. DT vs LEU+RC; b. DT vs RC. A. PEPCK; B. PPAR-α (p=0,0034) C. ACC (p=0,0003) D. FAS 

(p<0,0001); E. SREBP-1c (p=0,0032). Dados expressos em média±desvio-padrão. 
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7.0 DISCUSSÃO 

 

O destreinamento físico consiste na interrupção do treinamento, e no presente estudo 

o estabelecimento dessa condição foi confirmado por meio do teste de esforço máximo, em que 

os animais que tiveram o treinamento interrompido a partir da 8ª semana apresentaram 

desempenho físico significativamente menor do que os animais que continuaram o treinamento. 

O aumento do peso corporal, em especial do tecido adiposo, como consequência do 

destreinamento físico, é uma condição relatada em diversos trabalhos que abordam o tema 

(YASARI et al, 2007; MUJIKA e PADILLA, 2000; KOUNDORAKIS et al, 2014; SERTIE et 

al, 2013). No presente estudo esse resultado foi reproduzido, uma vez que, os animais 

submetidos apenas ao destreinamento físico, apresentaram maior peso corporal e adiposidade 

em relação aos grupos submetidos à restrição calórica associada ou não a suplementação com 

leucina. Além disso, os animais que receberam apenas leucina não apresentaram perda de peso 

significativa em relação ao grupo DT, bem como não foi observada diferença significativa no 

consumo de ração entre esses grupos. O fato da ração com leucina apresentar valor considerável 

desse aminoácido pode ser um dos motivos para tal resultado, uma vez que a leucina pode 

estimular a adipogênese (MELNIK, 2012) e lipogênese. Torres-Leal et al (2011), utilizando 

apenas a leucina como suplementação, observaram que animais com obesidade induzida por 

dieta hiperlipídica não apresentaram redução do peso corporal após 6 semanas de intervenção 

nutricional, além de exibirem aumento no tamanho dos adipócitos e da adiposidade. 

A restrição calórica apresenta relação com o menor acúmulo de lipídios no fígado, 

assim como demonstrado por Yoshimura et al. (2014), os quais utilizando somente a restrição 

calórica como intervenção verificaram redução significativa no conteúdo de lipídios no fígado, 

como também na concentração de colesterol no sangue de indivíduos obesos. No presente 

estudo, no que concerne o acúmulo de triglicerídeos e colesterol no fígado, a restrição calórica 

isolada reduziu apenas as concentrações de colesterol sem alterar significativamente as 

concentrações de triglicerídeos. Esse resultado pode ser devido a degradação da leucina em 3-

hidroxi-3-metilglutaril-CoA, um intermediário da via de síntese de colesterol (ORTIZ et al, 

1994). Halama et al (2015), demonstraram em cultura de adipócitos, que a medida que ocorre 

a degradação da leucina, a atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase 

(HMGCR) também aumenta, sinalizando uma relação positiva entre a degradação desse 

aminoácido e a síntese de colesterol em cultura de adipócitos.  
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Por outro lado, quando associada à suplementação com leucina, a restrição calórica 

conseguiu reduzir significativamente a deposição de triglicerídeos no fígado dos animais em 

comparação aos que receberam apenas leucina. O resultado no teor de triglicerídeos observado 

no presente estudo foi semelhante ao verificado no trabalho de Yasari et al (2007), que consistiu 

em verificar a relação do acúmulo de lipídios no fígado em consequência do destreinamento 

físico, submetendo animais sedentários, treinados e destreinados a dieta hiperlipídica. Como 

resultado, ao final do experimento, os 3 grupos apresentaram maior acúmulo de triglicerídeos 

no fígado em comparação a semana inicial. Entretanto, os animais destreinados apresentaram 

valores significativamente maiores em comparação aos demais grupos na 2ª e na 6ª semana de 

dieta hiperlipídica. 

Noguchi et al (2010), utilizando a suplementação com BCAA, lisina e treonina, 

observaram que o conteúdo de triglicerídeos no fígado de ratos com esteatose hepática induzida 

por dieta hiperlipídica reduziu significativamente. No presente trabalho, assim como o de 

Mattos-Neto (2011), não houve diferença nas concentrações séricas de BCAA nos animais que 

receberam a suplementação. Nesse sentido, não é possível considerar as concentrações 

circulantes de BCAA como um biomarcador para justificar a diferença observada nas 

concentrações de triglicerídeos hepáticos entre os grupos LEU e LEU+RC. Além disso, 

considerando que apenas o grupo LEU+RC exibiu concentração significativamente menor no 

conteúdo de triglicerídeos hepáticos e que apenas o grupo RC apresentou menor concentração 

de colesterol, é possível inferir que a restrição calórica associada ou não com a suplementação 

com leucina possa ser uma intervenção a ser considerada para amenizar essa consequência do 

destreinamento físico.  

Com base nos demais resultados apresentados, é possível especular algumas 

explicações para a menor deposição de colesterol no fígado dos animais dos grupos RC e de 

triglicerídeos nos animais do grupo LEU+RC. Dentre elas o paradoxo da resistência hepática 

seletiva à insulina, onde o aumento da síntese de triglicerídeos no fígado é mais uma 

consequência da oferta de lipídios, do que da resistência à insulina nesse órgão (ANDERWALD 

et al, 2002; BROWN, GOLDSTEIN, 2008; VATNER et al, 2015). Vatner et al (2015), 

demonstraram que a síntese de triglicerídeos no fígado ocorre por meio de um mecanismo 

independente da insulina, uma vez que o aumento de triglicerídios no fígado dos animais 

estudados não foi acompanhada pelo aumento da insulina circulante. Em nosso estudo, foi 

possível verificar comportamento semelhante, uma vez que houve redução nas concentrações 

de triglicerídeos, porém sem alteração nas concentrações de insulina sérica entre os grupos. 
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Contudo, ainda não é possível afirmar que o panorama apresentado pelos triglicerídeos 

hepáticos seja consequência da ingestão calórica, uma vez que, apenas o grupo LEU+RC 

apresentou redução significativa desse biomarcador. 

A expressão da proteína SIRT-1 no fígado em resposta às intervenções nutricionais 

propostas é outra hipótese a ser considerada, a fim de explicar o perfil lipídico no fígado dos 

animais. No presente estudo, a expressão da SIRT-1 no fígado aumentou nos grupos submetidos 

às intervenções nutricionais isoladas ou em conjunto, estando de acordo com a maioria dos 

trabalhos encontrados na literatura (KITADA 2013, NOGUEIRAS et al, 2012, QUINONES et 

al, 2014; CHUNG et al, 2010). Em contraposição, o trabalho de CHEN et al (2008), demonstrou 

que, em condição de restrição calórica, a expressão da SIRT-1 aumentou no músculo e TAB, 

porém reduziu no fígado. Outro resultado observado em nosso estudo foi que a restrição 

calórica e a leucina exibiram efeito sinérgico, o qual pode ser explicado pela capacidade da 

leucina de também estimular a expressão da SIRT-1 (MELLINI; VALENTE; MAI, 2015).  

A SIRT-1, por sua vez, está relacionada com o aumento na expressão de genes 

envolvidos no mecanismo de oxidação dos ácidos graxos, dentre eles, o PPAR-α, bem como a 

inibição de genes lipogênicos como o SREBP-1c, ACC e FAS (PURUSHOTHAM; SCHUG; 

LI, 2009; IMAI e YOSHINO, 2013; HORTON; GOLDSTEIN; BROWN, 2002; KOHJIMA et 

al., 2008). Em relação ao PPARα, no presente trabalho foram encontradas algumas semelhanças 

aos achados de estudos anteriores envolvendo a restrição calórica. Isso porque o PPAR-α, 

diretamente relacionado com a menor deposição de lipídios no fígado (STIENTRA et al, 2006) 

teve a expressão quase 4 vezes maior no grupo LEU+RC em relação ao grupo DT. A expressão 

significativa do PPAR-α no grupo LEU+RC pode ser outra possível explicação para o resultado 

obtido no perfil lipídico hepático, em que mesmo a maior expressão dos genes lipogênicos 

ACC, FAS e SREBP-1c nesse grupo, não foi suficiente para afetar negativamente o balanço 

lipídico hepático, bem como a concentração de colesterol no grupo RC e triglicerídeos no grupo 

LEU+RC. 

A expressão do PPAR-α também pode ser uma justificativa para a melhor captação de 

glicose no grupo LEU+RC demonstrada pelo OGTT. Takemori et al. (2011), verificaram em 

ratos obesos e hipertensos, que a restrição calórica aumentou a expressão do PPAR-α via SIRT-

1, resultando em melhora do perfil lipídico e da glicose, o que pode ter acontecido no presente 

trabalho.  

Em relação aos genes envolvidos na síntese de colesterol e triglicerídeos, observou-se 

maior expressão do SREBP-1c nos animais dos grupos RC e LEU+RC, seguida da maior 
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expressão da ACC e FAS no grupo LEU+RC. Contraditoriamente, a maior expressão da 

SREBP-1c, ACC e FAS no grupo LEU+RC não repercutiram sobre as concentrações de 

triglicerídeos e colesterol no fígado dos animais desse grupo. Resultados semelhantes foram 

encontrados por SHIMANO et al, 1997 em que, a superexpresssão do SREBP-1c na estetose 

hepática não aumentou as concentrações de colesterol. A proteína AMPK, assim como a SIRT-

1, atua como sensor energético e está relacionada com a atenuação da lipogênese por regular 

negativamente a expressão do SREBP-1c (KAUPPINEN et al., 2013; HARDIE, 2007). Neste 

estudo a expressão da AMPK na forma fosforilada (Thr172) não apresentou diferença 

significativa entre os grupos, demonstrando que o resultado verificado na concentração de 

colesterol não pode ser atribuído à influência da AMPK sobre a capacidade lipogênica. 

Embora a expressão desses genes tenha contrariado as expectativas quando 

considerada a expressão da SIRT-1 nos grupos estudados, a maior expressão desses genes no 

grupo LEU+RC pode demonstrar uma relação positiva com a sensibilidade à insulina hepática. 

Considerando que a insulina regula positivamente a atividade do SREBP-1c e 

consequentemente a atividade da ACC e FAS (SOYAL et al, 2015), quando esses genes estão 

expressos, assim como no estudo em questão, é possível deduzir que a via de sinalização da 

insulina está funcionando adequadamente. 

Em relação aos resultados referentes às adipocinas, verificou-se que a concentração de 

leptina no grupo DT foi significativamente maior em comparação aos grupos RC e LEU+RC. 

A leptina é conhecida por favorecer a oxidação de ácidos graxos, diminuir a lipogênese e 

aumentar saciedade (GIBY et al, 2014). Entretanto, quando a sua produção é significativamente 

aumentada, há resistência, a qual é caracterizada pela dificuldade dos receptores em reconhecer 

sua sinalização, resultando na saturação dos receptores, o que favorece maior concentração de 

leptina sérica e consequente redução do gasto energético e hiperfagia (FASSHAUER E 

BLUHER, 2015; DONATO JR; FRAZÃO e ELIAS, 2010; PEDROSO et al., 2014).  

No presente estudo, a perda de peso e consequente menor quantidade de tecido adiposo 

nos grupos submetidos à restrição calórica associada ou não a suplementação com leucina, 

podem justificar a menor concentração de leptina observada, uma vez que houve correlação 

positiva entre a concentração de leptina e a quantidade relativa de tecido adiposo total. Nesse 

sentido, Sertie et al (2013) observaram que animais destreinados apresentaram valores 

significativamente maiores de leptina em comparação aos animais treinados, além da 

recuperação do tecido adiposo perdido durante o período de treinamento, acompanhado de 

hipertrofia dos adipócitos. Já em relação aos efeitos da restrição calórica sobre a secreção de 
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leptina Takemori et al (2011), demonstraram que a restrição calórica de 85% durante 2 semanas 

resultou na diminuição das concentrações de leptina e aumento nas concentrações de 

adiponectina. 

No que diz respeito as concentrações de adiponectina sérica nos grupos estudados, não 

foi observada diferença significativa, contrapondo a literatura que menciona que as 

concentrações de adiponectina devem ser inversamente proporcionais às de leptina 

(FAZELIFAR; EBRAHIM e SARKISIAN, 2013). Por outro lado, Rossi et al (2012) notaram 

que humanos obesos submetidos à redução de 500 kcal/dia da dieta convencional durante 4 

semanas, perderam peso e melhoraram a sensibilidade à insulina sem exibir mudança 

significativa nas concentrações de adiponectina.  

A adiponectina influencia a expressão da proteína AMPK, que está relacionada à 

captação de glicose e β-oxidação de ácidos graxos. Todavia, assim como não foi observada 

diferença nas concentrações de adiponectina entre os grupos, também não houve diferença na 

expressão da AMPK, ao contrário do observado por Pires et al (2014), em que a restrição 

calórica de 40% a curto prazo resultou em maior expressão da AMPK e melhor sensibilidade à 

insulina. A concentração de adiponectina também é influenciada pela SIRT-1, como observado 

no trabalho de XU et al (2012), onde camundongos knockout para essa proteína demonstraram 

redução de 40% na concentração de adiponectina circulante, quando comparados aos animais 

do grupo controle. Embora em nosso trabalho a expressão de SIRT-1 tenha apresentado 

diferença significativa entre os grupos, o mesmo não foi observado nos valores de adiponectina.  

Sob outra perspectiva, quando realizada a razão entre adiponectina e leptina, que pode 

ser compreendida como um indicador de saúde metabólica, em especial de sensibilidade à 

insulina, observa-se diferença significativa entre os grupos que não foram submetidos à 

restrição calórica com os que foram submetidos a tal intervenção. Esse resultado, permite 

deduzir que a restrição calórica associada ou não à suplementação com leucina pode otimizar a 

homeostase glicêmica e a sensibilidade à insulina, como demonstrado no resultado do OGTT, 

em que os grupos RC e LEU+RC apresentaram captação significativamente maior da glicose 

do que os animais do grupo DT.  

Referente às citocinas, no presente estudo o grupo LEU+RC apresentou aumento 

significativo da citocina IL-6, embora a razão IL-6/IL-10 não tenha demonstrado diferença 

significativa entre os grupos. Quando analisados esses parâmetros no fígado, o grupo LEU+RC 

apresentou a razão IL-6/IL-10 significativamente menor do que o grupo LEU. Associado a isso, 

a correlação positiva entre a IL-6 com o tecido adiposo total bem como a correlação negativa 
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da IL-10 com esse tecido permite supor que, a nível hepático, a associação das intervenções 

nutricionais propostas pelo presente estudo foi eficaz em amenizar a inflamação decorrente do 

destreinamento físico em relação às citocinas IL-6 e IL-10. Além disso, é possível descartar a 

influência da inflamação sobre a perda de peso observada nos animais dos grupos submetidos 

à restrição calórica associada ou não à suplementação com leucina. 

Quanto ao NF-kB não foi observada mudança na sua atividade em decorrência da 

expansão do tecido adiposo ou às intervenções nutricionais propostas. Esse resultado contrariou 

as expectativas do presente estudo, pois considerando o comportamento da SIRT-1 e a sua 

relação antagônica com o NF-kB, era esperado que esse fator apresentasse menor atividade nos 

grupos submetidos à restrição calórica associada ou não à suplementação com leucina.  

Em relação aos parâmetros analisados para verificar a influência das intervenções 

nutricionais sobre a sensibilidade à insulina, não foi observada diferença significativa entre os 

grupos nas concentrações de insulina sérica, teste de tolerância à insulina e expressão da 

proteína AKT total e fosforilada (Tir308) no fígado desses animais. Por outro lado, no teste de 

tolerância à glicose o grupo DT apresentou piora significativa entre a última semana de 

treinamento e a última semana de destreinamento físico, provavelmente devido ao aumento de 

peso observado nesse período. Além disso, na 13ª semana os grupos submetidos à restrição 

calórica apresentaram redução significativa na taxa de tolerância à glicose em comparação ao 

grupo destreinamento. A ausência de diferença significativa entre as expressões das proteínas 

AKT, FoxO1 e PEPCK entre os grupos demonstra mais uma vez que o período de 

destreinamento não acarretou no comprometimento na via de sinalização da insulina.  
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8.0 CONCLUSÃO 

 

Os resultados demonstram que a restrição calórica foi capaz de amenizar a 

concentração de colesterol no fígado embora quando associada a leucina, as concentrações de 

colesterol não apresentam redução significativa. Em contrapartida, foi observada redução nas 

concentrações de triglicerídeos quando utilizada a restrição calórica associada à suplementação 

com leucina. 

A maior razão adiponectina/leptina e a melhor homeostase glicêmica nos grupos 

submetidos à restrição calórica associada ou não à suplementação com leucina permite deduzir 

que o uso da restrição calórica concomitantemente à suplementação com leucina é uma 

intervenção capaz de melhorar a sensibilidade à insulina bem como a homeostase glicêmica na 

condição de destreinamento físico. Além disso, é possível deduzir melhor sensibilidade hepática 

à insulina nos animais submetidos à restrição calórica associada ou não à suplementação com 

leucina, por meio da expressão do SREBP-1c, PPAR-α e da SIRT-1. 

A leucina exerceu um efeito sinérgico à restrição calórica na expressão na SIRT-1, 

confirmando a hipótese de que a utilização dessas duas intervenções nutricionais em conjunto 

otimiza a expressão dessa proteína. Por último, os demais resultados apresentados no presente 

estudo, demonstram a necessidade de mais pesquisas sobre o tema a fim de elucidar os 

resultados conflitantes observados em modelos de destreinamento físico. 
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APÊNDICE A 

 

Composição das rações utilizadas no experimento. 

       R-CON                   R-RC                   R+LEU    R-LEU+RC 

Ingredientes g/kg 100g g/kg 70g g/kg 100g g/kg 70g 

Amido 572,83 57,28 432,86 30,30 560,70 56,07 415,28 29,07 

Caseína 140,00 14,00 200,00 14,00 140,00 14,00 200,00 14,00 

Sacarose 100,00 10,00 100,00 7,00 100,00 10,00 100,00 7,00 

Óleo de soja 40,00 4,00 57,14 4,00 40,00 4,00 57,14 4,00 

Celulose 50,00 5,00 71,43 5,00 50,00 5,00 71,43 5,00 

Mistura 

salina 

35,00 3,50 50,00 3,50 35,00 3,50 50,00 3,50 

Mistura 

vitamínica 

10,00 1,00 14,29 1,00 10,00 1,00 14,29 1,00 

L-Cistina 1,80 0,18 2,57 0,18 1,80 0,18 2,57 0,18 

Bitartarato de 

colina 

2,50 0,25 3,57 0,25 2,50 0,25 3,57 0,25 

Tetrabutil-

hidroquinona 

0,01 0,001 0,01 0,001 0,01 0,001 0,01 0,001 

L-Leucina - - - - 44,50 4,45 63,57 4,45 

Isoleucina - - - - 9,80 0,98 4,00 0,98 

Valina - - - - 5,70 0,57 8,14 0,57 

Alanina 8,24 0,82 11,71 0,82 - - - - 

Glicina 6,94 0,69 9,86 0,69 - - - - 

Prolina 10,65 1,06 15,14 1,06 - - - - 

Serina 9,72 0,97 13,86 0,97 - - - - 

Aspartato 12,31 1,23 17,57 1,23 - - - - 

TOTAL 1000,00 100,00 1000,0

0 

70,00 1000,0

0 

100,00 1000,0

0 

70,00 

 R-CON R-RC R-LEU R-RC+LEU 

 Kcal/kg Kcal/1

00g 

Kcal/k

g 

Kcal/10

0g 

Kcal/kg Kcal/1

00g 

Kcal/kg Kcal/

70g 

Carboidrato 2642,80 264,28 2061,1

2 

144,28 2691,3

2 

269,13 2131,4

3 

149,2

0 

Proteína 567,20 56,72 810,29 56,72 567,20 56,72 810,29 56,72 

Lipídio 36,00 36,00 514,9 36,00 360,00 36,00 514,29 36,00 

TOTAL 3570,00 357,00 3385,7

0 

237,00 3618,5

2 

361,85 3456,0

0 

241,9

2 
Legenda: R-CON: ração controle; R-RC: ração restrição calórica; R-LEU: ração suplementada com leucina; R-

RC+LEU: ração restrição calórica suplementada com leucina. 
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ANEXO B: PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM USO DE ANIMAIS DA 

FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DA UNIVERSIDADE DE SÃO 

PAULO. 
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ANEXO C: FICHA DO ALUNO 
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ANEXO D: CURRÍCULO LATTES 
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