
UNIVERSIDADE METODISTA DE PIRACICABA 
FACULDADE DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

 
 
 

 
 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DO 
MOVIMENTO HUMANO 

 
 
 
 
 
 

 
 

Efeitos da suplementação com beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB) 
associado ao treinamento físico aeróbio em diferentes intensidades e 

frequências na plasticidade do músculo esquelético de ratos 
 
 
 

André Katayama Yamada 
 

2017 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

TESE DE DOUTORADO



 
 

 

 

ANDRÉ KATAYAMA YAMADA 

 

 

 

 

 

EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO COM BETA-

HIDROXI-BETA-METILBUTIRATO 

ASSOCIADO AO TREINAMENTO FÍSICO 

AERÓBIO EM DIFERENTES INTENSIDADES E 

FREQUÊNCIAS NA PLASTICIDADE DO 

MÚSCULO ESQUELÉTICO DE RATOS. 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências do Movimento 
Humano, da Universidade Metodista de 
Piracicaba, para obtenção do Título de 
Doutor em Ciências do Movimento 
Humano. 

 
Orientadora: Profa. Dra. Adriana Pertille 

 
 
 

 
 

PIRACICABA 
2017 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ficha Catalográfica elaborada pelo Sistema de Bibliotecas da UNIMEP 
Bibliotecária: Joyce Rodrigues de Freitas CRB-8/10115 

 
 Yamada, André Katayama 

Y19e Efeitos da suplementação com Beta-hidroxi-beta-metilbutirato 
(HMB) associado ao treinamento físico aeróbio em diferentes 
intensidades e frequências na plasticidade do músculo esquelético 
de ratos / André Katayama Yamada. 

 104 f. : il. ; 30 cm 

 
Orientadora: Profa. Dra. Adriana Pertille. 

 Tese (Doutorado em Ciências do Movimento Humano) – 
Universidade Metodista de Piracicaba, Piracicaba, 2017. 

  

1. Plasticidade muscular. 2. Regeneração. 3. Metabólito. I. 
Yamada, André Katayama. II. Título. 

 
CDU – 613.2.038 

 

 

 

 

 

 

 



4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho: 

 

Aos meus pais e irmão, exemplos de 

perseverança e fé, além de serem 

minha base de sustentação de amor, 

carinho e inspiração. Espero algum dia 

conseguir retribuir o que tanto fizeram 

por mim ao longo destes anos, amo 

vocês. 

 

 

 



5 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço meus pais e irmão pelo caloroso apoio nesta longa jornada, pelo 
carinho, amor e compreensão nas escolhas que fiz. Obrigado por tudo!  

 
A Deus por estar comigo em todos os momentos, mesmo em situações muito 
difíceis, mas ele me mostrou que é possível superar cada obstáculo.  
 
À minha orientadora Adriana Pertille pela excepcional orientação, por ter me dado 
esta oportunidade, além de entender minhas limitações. Me ajudou muito nos 
experimentos e direcionamentos deste projeto. Obrigado por compartilhar sua 
experiência e ensinamentos. Aprendi muito ao longo destes anos, sou 
eternamente grato.  
 
Aos meus colegas do Laboratório de Plasticidade Neuromuscular e do curso de 
Pós-Graduação em Ciências do Movimento Humano. Em especial à Larissa 
Antunes, Luana Gomes de Oliveira, Douglas Massoni Ramos, Ana Claudia 
Petrini, Maisa Cardoso da Silva, Luis Felipe Sílio, Anna Flavia Salomão Reis, 
Fernando Alipio e Rafael Schimith da Silveira pelo auxílio nos experimentos.  
 
À professora Rosana Macher Teodori por disponibilizar à vontade e em um 
ambiente familiar o Laboratório de Plasticidade Neuromuscular para as pesquisas 
e experimentos, e a sua participação enriquecedora como membro da banca 
examinadora.  
 
Ao professor Carlos Alberto da Silva e ao André Lico Mascarin pelo auxílio nos 
experimentos com as análises de glicogênio muscular. Agradeço também ao 
Carlos pela aquisição dos suplementos nutricionais utilizados nas pesquisas e 
pelas sugestões na banca.  
 
À professora Delaine Rodrigues Bigaton pela preocupação com os alunos e a 
brilhante coordenação do curso.  
 
Aos professores colaboradores Cintia Yuri Matsumura e Renato Ferretti da 
UNESP-Botucatu, pela ajuda na dosagem do conteúdo de proteínas. 
 
Aos membros da banca: Carlos Roberto Bueno Junior, Fulvia de Barros 
Manchado Gobatto pelas valiosas sugestões.  
 
Aos demais professores do curso pelas interessantes e animadas aulas 
ministradas. 
 
À secretária Ariane do PPGCMH e aos funcionários do PPG geral pelo ótimo 
atendimento.  
 
À Patrícia e a Darci pelo profissionalismo e atendimento na Fisiologia e no biotério 
respectivamente. 
 
À CAPES pela concessão da bolsa.  

 



6 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A persistência é o caminho do êxito” 

Charles Chaplin 

 



7 

 

RESUMO 

 

OBJETIVO: investigar os efeitos da suplementação (S) com beta-hidroxi-beta-
metilbutirato (HMB) associado a diferentes intensidades e frequências de 
treinamento físico aeróbio (TFA) no músculo tibial anterior (TA) em condição 
normal e lesão. MÉTODOS: Foram utilizados 36 ratos Wistar jovens. A pata 
esquerda foi considerada como o controle de cada grupo e a pata direita foi 
submetida à lesão (L). Dessa forma os animais foram distribuídos aleatoriamente 
em seis grupos (n=6): sedentário controle (CT/CL), sedentário suplementado com 
HMB (H/HL), HMB com treinamento três vezes na semana, sem carga (T3/L3) e 
com carga (T3C/L3C); HMB com treinamento cinco vezes na semana, sem carga 
(T5/L5) e com carga (T5C/L5C). Os animais nadaram durante 60 minutos com ou 
sem carga de 5% da massa corporal, e receberam suplementação de HMB por 
gavagem diariamente, na dose de 320 mg/kg de massa corporal durante 14 dias. 
No décimo quinto dia foi realizado o procedimento de criolesão no músculo tibial 
anterior (TA), e 48 horas após o repouso, as intervenções tiveram prosseguimento 
por mais 14 dias. Vinte e quatro horas após a última sessão (31o dia), ambos TA 
direito e esquerdo foram retirados e pesados para análises morfométricas: área 
de secção transversa (AST) das fibras musculares normais e em regeneração e 
densidade de área do tecido conjuntivo na lesão (DATC), conteúdo de glicogênio 
e análises moleculares: conteúdo de miogenina, mTOR, miostatina, e TGF-β1. Foi 
utilizado o BioEstat e aplicado o teste de variância (ANOVA) one way, seguido do 
teste de Tukey. Para todas as análises foi adotado um valor de p≤0,05. 
RESULTADOS: O grupo T5C apresentou hipertrofia muscular, ao passo que o T3 
apresentou inibição da hipertrofia. Todas as intervenções (S e exercício) 
aumentaram o glicogênio muscular quando comparado ao CT (p<0,05). A 
intensidade apresentou maior sensibilidade ao aumento do glicogênio. O grupo 
T5C apresentou redução significativa da miogenina em comparação ao CT 
(p<0,05), em contrapartida apresentou aumento significativo no conteúdo de 
miostatina e da mTOR em comparação ao CT (p<0,05). O TGF-β1 foi 
significativamente maior no grupo T5C quando comparado ao CT (p<0,05). Já na 
condição de lesão foi observado aumento da AST em todas as intervenções 
quando comparado ao grupo controle, sendo que o grupo L3 apresentou a maior 
hipertrofia muscular e menor DATC quando comparado CL (p<0,05). No grupo 
L5C houve aumento da DATC quando comparado aos exercícios com menor 
intensidade e frequência (p<0,05). Todas intervenções promoveram um aumento 
do conteúdo de miogenina quando comparado ao controle. O grupo L5 
apresentou menor conteúdo de miostatina quando comparado ao L3 (p<0,05). Já 
para a mTOR o L5 apresentou maior conteúdo de mTOR quando comparado ao 
L3 (p<0,05). O grupo L3 apresentou menor TGF-β1 quando comparado ao CL 
(p<0,05). CONCLUSÃO: No músculo sem lesão o HMB induziu hipertrofia, no 
entanto foi necessário uma maior intensidade e frequência do treinamento para 
manter a massa muscular. Na regeneração muscular, o treinamento físico de 
baixa intensidade e frequência associado à suplementação apresentou hipertrofia 
e redução da fibrose.  

 

PALAVRAS-CHAVE: plasticidade muscular, metabólito, exercício físico; 
regeneração, modelo animal. 
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ABSTRACT 
 
OBJECTIVE: investigate the effects of beta-hidroxi-beta-methylbutyrate 
supplementation (S) associated with different intensities and frequencies of 
aerobic exercise training (AET) on tibialis anterior muscle (TA) in normal condition 
and injury. METHODS: Thirty six young Wistar rats were utilized. The left limb was 
considered as control of each group and the right limb was submitted to injury (I). 
In this way, the animals were randomly distributed in six groups (n=6): sedentary 
control (CT/CI), sedentary supplemented with HMB (H/HI), HMB with exercise 
training three days per week, without load (T5/I3) and with load (T3C/I3C); HMB 
with exercise training five days per week, without load (T5/I5) and with load 
(T5C/I5C). The animals swimmed during 60 minutes with or without 5% load of 
body mass, and received daily HMB supplementation by oral gavage, in a dose of 
320 mg/kg of body mass during 14 days. In the 15o day, the cryoinjury procedure 
was realized in tibialis anterior muscle (TA), and 48 hours after rest, the 
interventions had prosecution for more 14 days. Twenty four hours after the last 
session (31o day), both right TA and left were removed and weighted for 
morphometric analysis: cross sectional área (CSA) of normal muscle fibers and in 
regeneration and density area of the connective tissue (DACT), and molecular 
analysis: myogenin content, mTOR, myostatin and TGF- β1. BioEstat program 
was utilized, and one way ANOVA variation test was applied, followed by Tukey-
HSD. For all analysis a value of p ≤ 0,05 was established. RESULTS: The T5C 
group presented muscle hypertrophy. In contrast, an inhibition of muscle 
hypertrophy caused by HMB was observed in T3 group. All interventions (S and 
exercise) increased muscle glycogen when compared to CT (p<0,05). The 
increase in glycogen demonstrated to be dependent of volume and intensity, 
however the intensity presented more sensibility to the increased glycogen. The 
T5C group presented significant reduction in myogenin compared to CT (p<0,05), 
in contrast presented significant increase in myostatin and mTOR content when 
compared to CT (p<0,05). TGF-β1 was significantly greater in T5C quen 
compared to CT (p<0,05). In the condition of injury an increase in CSA was 
observed in all interventions when compared to CL, considering that L3 presented 
the most robust hypertrophy and less DATC when compared to CL (p<0,05). In 
L5C group there was an increase in DATC when compared with exercises of 
minor intensity and frequency (p<0,05). All interventions promoted an increase in 
myogenin contente when compared to CL. L5 presented smaller myostatin conten 
when compared to L3 (p<0,05). For mTOR L5 presented higher mTOR content 
when compared to L3 (p<0,05). L3 group presented smaller TGF-β1 when 
compared to CL (p<0,05). CONCLUSION: In the muscle without injury HMB 
induced hypertrophy, however was necessary a greater intensity and frequency of 
training to maintain muscle mass. In muscle regeneration, exercise training of low 
intensity and frequency associated with supplementation presented hypertrophy 
and reductions of fibrosis.  
 

KEY-WORDS: muscle plasticity, metabolite, physical exercise, regeneration, 

animal model.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Suplementos nutricionais são extensamente utilizados por praticantes de 

exercícios físicos e esportes, principalmente para fins estéticos e/ou aumento do 

desempenho, sendo que somente alguns suplementos realmente promovem 

efeitos significativos (BEAUMONT; JAMES, 2017; BIANCO et al., 2011; CLOSE et 

al., 2016; HELMS et al., 2014; MORRISON et al., 2004; NYAKAYIRU et al., 2017; 

SCHOENFELD et al., 2017; WALDRON et al., 2017). No entanto os efeitos dos 

suplementos para fins terapêutico/clínico e na reabilitação do músculo esquelético 

são menos conhecidos e consequentemente menos discutidos na ciência 

(AGUILANI et al., 2014; CHOLEWA et al., 2017; CLARK et al., 2000; FARUP et 

al., 2014; NISHIZAKI et al., 2015; PERRY et al., 2016). Evidências demonstram 

que a suplementação nutricional associada ao treinamento físico regular podem 

induzir alterações morfológicas, funcionais, enzimáticas e moleculares na 

musculatura esquelética (AGUIAR et al., 2010; CRIBB et al., 2007; FARUP et al., 

2014; RINGHOLM et al., 2013; SUZUKI, 2005).  

Apesar de os suplementos serem componentes importantes na rotina diária 

de atletas existe uma crescente mudança de ideias, aonde estes atletas vêem 

priorizando a alimentação natural ao invés da utilização de suplementos (KNAPIK 

et al., 2014; KNAPIK et al., 2015). Sabe-se que existe o risco de contaminação 

por estes suplementos e o risco dos indivíduos serem flagrados em testes anti-

doping (OUTRAM; STEWART, 2013). Desta forma, a utilização dos suplementos 

só é justificável perante a real necessidade, tanto em atletas quanto em indivíduos 

não atletas ativos, uma vez que a alimentação por si só é suficiente em fornecer 

todos os nutrientes para uma vida saudável.  
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Um dos suplementos que vem sendo amplamente investigado pela ciência 

do exercício/esporte é o beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB). O HMB é um 

metabólito do aminoácido essencial leucina, uma importante molécula 

sinalizadora de gatilho da síntese proteica e ação anabólica (DE BRANDT, 2016; 

HOLECEK, 2017; MITCHELL et al., 2016; WILSON et al., 2013; WILKINSON et 

al., 2013; ZANCHI et al., 2011). A primeira reação na via da síntese de HMB no 

organismo é a transaminação reversível de leucina para α-ceto-isocaproato (KIC) 

pela aminotransferase de aminoácido de cadeia ramificada (BCAA) (NISSEN; 

ABUMRAD, 1997; VAN KOVERING; NISSEN, 1992). Uma vez que as reações 

dos seguintes passos do catabolismo da leucina são pequenas no músculo 

esquelético, a maior parte de KIC é liberada do músculo esquelético para o 

sangue e do sangue para outros tecidos (HOLECEK, 2017). A maioria do KIC é 

descarboxilada do complexo enzimático desidrogenase dos α-ceto-ácidos de 

cadeia ramificada (BCKD) para isovaleril-coA na mitocôndria hepática, a qual é 

convertida gradualmente em acetil-coA e corpos cetônicos (VAN KOVERING; 

NISSEN, 1992). Estima-se que apenas 5% de KIC é metabolizada pela enzima 

KIC deoxigenase para produção de HMB. Além disso, estima-se também que um 

ser humano com 70 quilos produziria 0,2 a 0,4 g de HMB por dia, dependendo do 

nível dietético de leucina (NISSEN et al., 1996).  

Sendo assim, um indivíduo consumindo cerca de 60 gramas de L-leucina 

obteria 3 gramas de HMB (WILSON et al., 2008). Desta forma, a ingestão desta 

quantidade via alimentação convencional pode até ser viável, mas extrapolaria os 

princípios de uma dieta equilibrada, necessitando desta forma da suplementação 

(WILSON et al., 2008). Dados isotópicos demonstram que o destino primário do 

catabolismo do HMB é a conversão para 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase 
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(HMG-CoA), precursora direta do colesterol (NISSEN et al., 1997). Tal mecanismo 

estabiliza a membrana celular, podendo prevenir microlesões induzidas pelo 

exercício, mas a hipótese do papel do colesterol na proteção da membrana 

muscular necessita ser comprovada.    

O HMB engatilha o aumento de síntese proteica e inibe a proteólise por 

meio da ativação de vias sinalizadoras anabólicas e diminuição de vias de 

degradação proteica muscular, respectivamente (ELEY et al., 2007; GIRÓN et al., 

2016; WILKINSON et al., 2013; SMITH et al., 2004; SMITH et al., 2005). Várias 

evidências suportam o cenário de que o aumento na síntese proteica prediz 

hipertrofia muscular (MAYHEW et al., 2009; PHILLIPS, 2014; ZANCHI; LANCHA, 

2008). No entanto, alguns estudos demonstraram que o HMB não promoveu 

efeito significativo (PADDON-JONES et al., 2001; KREIDER et al;.1999; 

HOFFMAN et al., 2004) 

A hipertrofia muscular é definida como o aumento da área de secção 

transversa (AST) das miofibras ou do músculo inteiro (ADAMS; BAMMAN, 2012; 

DAMAS et al., 2016; GOODMAN et al., 2015; MARABITA et al., 2016; REIDY et 

al., 2017; WHITE et al., 2014). O alvo da rapamicina em mamíferos/alvo 

mecanístico de rapamicina (mTOR) é um regulador central da síntese de 

proteínas (FIGUEIREDO et al., 2017; GOODMAN, 2014; MARCOTTE et al., 2015) 

e possui correlação positiva para o aumento da massa muscular induzido pelo 

treinamento de força em animais e humanos (BAAR; ESSER, 1999; TERZIS et 

al., 2008). Além disso, esta quinase é sensível à sobrecarga de aminoácidos 

como a leucina (CHURCHWARD-VENNE et al., 2012; GRAN; CAMERON-SMITH, 

2011; LYNCH et al., 2002;). Similar à leucina, o HMB induz aumento na síntese 

proteica em parte da via mTOR (GIRÓN et al., 2016; WILKINSON et al., 2013). 
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Adicionalmente, estudos demonstram que o HMB isolado ou em conjunto com o 

exercício aumenta a massa muscular (GALLAGHER et al., 2000; JÓWKO et al., 

2001; NISSEN et al., 1996; PIMENTEL et al., 2011), no entanto a relação da 

hipertrofia com mTOR perante a suplementação de HMB necessita ser melhor 

investigada (HOLECEK, 2017). 

A regeneração muscular é um processo sincronizado e governado por 

inúmeros mediadores inflamatórios, celulares, moleculares e metabólicos 

(DUFRESNE et al., 2016; DUMONT et al., 2015; KARALIAKI et al., 2009; 

SCHIAFFINO et al., 2017; TIDBALL, 2010). É constituída por três fases bem 

definidas: degeneração, regeneração e remodelamento (CHARGÉ; RUDNICKI, 

2014; GROUNDS, 2014; LAUMONIER; MENETREY, 2016). A fase de 

degeneração é caracterizada pela ruptura e necrose de miofibras, 

desenvolvimento de hematoma e a instalação de processo inflamatório 

(CHARGÉ; RUDNICKI, 2004; KARALAKI et al., 2009; MUSARÓ, 2014). Na fase 

de regeneração é evidente fagocitose de tecidos danificados, seguida de 

regeneração de miofibras e ativação de células tronco musculares denominadas 

de células satélites (CHARGÉ; RUDNICKI, 2004; KARALAKI et al., 2009; 

MUSARÓ, 2014). Por fim na fase de remodelamento se constata maturação de 

miofibras regeneradas com recuperação da capacidade funcional do músculo, 

assim como formação de fibrose e cicatrização tecidual (CHARGÉ, RUDNICKI, 

2004; KARALAKI et al., 2009; MUSARÓ, 2014).  

Existe uma gama de citocinas, fatores de crescimento/transcrição e 

moléculas que excercem papel fundamental na regulação da regeneração 

muscular. O fator de diferenciação miogênica (MyoD) exerce papel importante na 

diferenciação de células satélites durante a regeneração muscular (CHARGÉ; 
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RUDNICKI, 2004). Especificamente, a fase inicial de ativação e proliferação das 

células musculares é caracterizada pela expressão de MyoD, a qual exibe 

aumento três horas após a lesão, atingindo seu pico em 12 horas, normalizado 

após este período (SRIKUEA et al., 2010; CORBU et al., 2010). A Miogenina 

(MYOG) é um fator de transcrição expresso tardiamente em células satélites, 

durante a fase de diferenciação terminal, indicando reparo e formação de 

mioblastos (HASTY et al., 1993; FUCHTBAUER et al., 1992; GROUNDS et al., 

1992).  

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é uma citocina pró-inflamatória 

(CLARK, 2007; GOETZ et al., 2004), no entanto, apesar do aclamado papel como 

molécula inflamatória os estudos de fato demonstram que ele possui um papel 

dinâmico no músculo esquelético. Mais recentemente tem sido proposto que o 

TNF-α contribui para processos degenerativos e regenerativos após lesão 

muscular (KARALAKI et al., 2009). Além disso, tem sido proposto que o TNF-α 

engatilha o catabolismo muscular e promove a ativação e proliferação de células 

satélites (KARALAKI et al., 2009). O TNFα é liberado pela fibra muscular após 

lesão e sua expressão aumenta durante o reparo retornando aos valores basais 

13 dias após a lesão (COLLINS; GROUNDS, 2001; WARREN et al., 2002).  

O fator de transformação de crescimento β1 (TGF-β1) é uma citocina que 

promove a formação de tecido conjuntivo na área regenerada (DELANEY et al., 

2017). Esta citocina é um dos mais potentes fatores fibrogênicos e regula a 

síntese de matriz extracelular (DELANEY et al., 2017). Durante o reparo muscular 

o TGF-β1 é capaz de ativar a expressão de genes que codificam proteínas da 

matriz extracelular como colágeno e fibronectina (DELANEY et al., 2017). 
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HMB tem demonstrado induzir ativação e proliferação de células satélites 

tanto in vivo como in vitro (ALWAY et al., 2013; KORNASIO et al., 2009). Além 

disso, o HMB tem demonstrado reduzir eventos de apoptose e servir como agente 

anti-inflamatório (HAO et al., 2011; HOFFMAN et al., 2016; NUNES et al., 2011). 

Tais mecanismos em conjunto podem sugerir um papel importante do HMB na 

regeneração muscular.  

Apesar de o treinamento de força (TF) ser considerado o método de 

treinamento mais efetivo para induzir hipertrofia, recentemente tem se 

demonstrado que o treinamento aeróbio, com maior volume e intensidade, 

também é capaz de promover hipertrofia (KONOPKA; HARBER, 2014). 

Adicionalmente, o treinamento físico aeróbio (TA) é uma estratégia efetiva para 

acelerar o processo de regeneração muscular (JOANISSE et al., 2016; KIM et al., 

2013; RICHARD-BUTEAU et al., 2008; SMITH et al., 2001). Os mecanismos 

envolvem a ativação da via mTOR, recrutamento de células satélites, diminuição 

da fibrose e do processo inflamatório (JOANISSE et al., 2016; KIM et al., 2013; 

RICHARD-BULTEAU et al., 2008; SMITH et al., 2001).    

Somente um estudo investigou o efeito combinado da suplementação 

(leucina) com treinamento físico aeróbio na massa muscular, hipertrofia e síntese 

proteica (XIA et al., 2016). Desta forma, destaca-se a necessidade de investigar 

os efeitos de HMB concomitante a diferentes intensidades e frequências de TFA 

na hipertrofia muscular. Não foram encontrados estudos que investigaram os 

efeitos de HMB combinado ao TFA na regeneração muscular. 

As hipóteses do trabalho são: 1) a suplementação com HMB associada ao 

treinamento físico aeróbio de maior intensidade e frequência induz hipertrofia 
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muscular; 2) a suplementação com HMB associada ao treinamento físico aeróbio 

de menor intensidade e frequência favorece a regeneração muscular.  

 

2. OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos da suplementação com HMB associada ao treinamento 

físico aeróbio em diferentes intensidades e frequências na plasticidade do 

músculo tibial anterior de ratos, em condição normal e na lesão. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

- avaliar a massa corporal, massa muscular, massa adiposa e glicogênio muscular 

em diferentes tipos de intensidades e frequências do treinamento aeróbio; 

- avaliar o trofismo muscular e o conteúdo de Miogenina, Miostatina, mTOR, TGF-

β1 em ratos jovens saudáveis, submetidos ao treinamento aeróbio; 

- avaliar a regeneração muscular de ratos submetidos à criolesão, submetidos ao 

treinamento aeróbio 

- analisar a área de secção transversa da fibra muscular, densidade da área de 

tecido conjuntivo (DATC), conteúdo de Miogenina, Miostatina, mTOR e TGF-β1 

na condição de lesão muscular.  
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3. PRIMEIRO ARTIGO 

 

Efeitos da suplementação de beta-hidroxi-beta-metilbutirato 

(HMB) associado ao treinamento físico aeróbio com diferentes 

intensidades e frequências no trofismo do músculo esquelético 

de ratos. 

 

 3.1 Introdução 

 

A suplementação nutricional associada ao treinamento físico regular pode 

em algumas situações estimular ajustes morfológicos e funcionais no músculo 

esquelético (CLOSE et al., 2016; HULMI et al., 2015; PELLEGRINO et al., 2009; 

VOLEK et al., 1999). O beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB) é um metabólito do 

aminoácido leucina e possui importantes propriedades anabólicas, anti-

catabólicas e ergogênicas (AVERSA et al., 2012;; GIRÓN et al., 2015; HOLECEK, 

2017; KOVARIK et al., 2010; PORTAL et al., 2011; WILKINSON et al., 2013; 

VUKOVICH; DREIFORT, 2001). A suplementação com (HMB) associada ao 

treinamento de força é capaz de aumentar a força e massa muscular 

(GALLAGHER et al., 2000; NISSEN et al., 1996; SLATER; JENKINS, 2000).  

Os efeitos da suplementação com HMB combinado ao treinamento de 

endurance na síntese proteica ou no trofismo muscular são desconhecidos, pois 

geralmente estes estudos avaliaram os efeitos da suplementação na capacidade 

aeróbia (DURKALEC-MICHALSKI; JESZKA, 2016; LAMBOLEY et al., 2007; 

VUKOVICH, DREIFORT, 2001).  
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O treinamento físico aeróbio (TFA) aumenta a capacidade aeróbia, função 

cardiovascular e regulação metabólica (HELLSTEN; NYBERG, 2015; HOPPELER 

et al., 1985; SANDBAKK; HOLMBERG, 2017; TONKONOGI et al., 2000). Mais 

recentemente, os efeitos do TFA sobre o trofismo muscular tem sido investigado 

(KONOPKA; HARBER, 2014). Um acumulado corpo de evidência demonstra que 

o TFA induz hipertrofia muscular (HARBER et al., 2009; HARBER et al., 2012; 

KONOPKA et al., 2010; OZAKI et al., 2015). 

Em humanos estudos demonstraram aumento de 7% a 11% da massa 

muscular em um programa de treinamento físico aeróbio durante 12 semanas 

(KONOPKA et al., 2010; HARBER et al., 2012), que é comparável ao treinamento 

de força ao longo do mesmo período de tempo (MITCHELL et al., 2012). Esse 

aumento da massa muscular tem sido predominantemente observado no músculo 

quadríceps (desde que a frequência e a intensidade do treinamento são 

suficientemente altas), de indivíduos submetidos ao treinamento de ciclismo, que 

apresentavam limitada experiência com exercício e/ou estilo de vida sedentário 

(HARBER et al., 2009; HARBER et al., 2012; KONOPKA et al., 2010).  

A Miostatina é um regulador negativo da massa muscular e a inibição desta 

proteína é capaz de promover aumento significativo da massa muscular (LEE et 

al., 2012). Matsakas et al. (2005) demonstraram que o treinamento físico aeróbio 

por três dias resultou na diminuição de RNAm da miostatina, sugerindo um 

possível papel da miostatina no remodelamento muscular esquelético. Matsakas 

et al. (2006), interessantemente, demonstraram que o RNAm da miostatina estava 

reduzido no treinamento físico crônico e intenso, mas sem alteração no exercício 

agudo.  
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O alvo mecanistico de rapamicina (mTOR) é uma quinase que regula a 

síntese proteica no treinamento de força, porém de acordo com Philp et al. (2015) 

o aumento da síntese proteica no exercício aeróbio aparenta não ser engatilhado 

pelo mTOR. Já outros estudos reportaram ativação do mTOR e aumento da 

síntese proteica via exercício aeróbio (DI DONATO et al., 2014; EDGETT et al., 

2013; MASCHER et al., 2011).  

Apenas um estudo em modelo animal avaliou os efeitos da suplementação 

associado ao treinamento físico aeróbio na síntese proteica e massa muscular de 

animais. Xia et al. (2016) demonstraram que o treinamento físico aeróbio 

moderado combinado com 5% de suplementação com leucina foi capaz de 

aumentar o tamanho do músculo de camundongos idosos via ativação da mTOR, 

sugerindo a existência de uma resposta sinérgica de alguns suplementos com 

treinamento físico aeróbio moderado na plasticidade muscular.  

No entanto, a maior parte dos estudos investigou os efeitos do treinamento 

aeróbio no envelhecimento e em populações clínicas, e são necessários mais 

estudos em organismos jovens e saudáveis em modelo animal. Uma vez que o 

HMB estimula o aumento da síntese proteica, seria interessante investigar se o 

HMB potencializaria os efeitos anabólicos quando associado a um treinamento 

diferente ao de força. Além disso, a maioria dos estudos avaliou a expressão de 

proteínas musculares em um contexto agudo de exercício, e poucos são os 

estudos que avaliaram os efeitos de suplementos com treinamento físico crônico.  

Assim, a hipótese do estudo é de que a suplementação associada a um 

treinamento físico mais intenso e com maior frequência maximize as respostas 

hipertróficas do músculo. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar 

os efeitos da suplementação de HMB associado ao treinamento físico aeróbio 
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com diferentes intensidades e frequências na massa muscular, trofismo muscular 

esquelético e nos conteúdos das proteínas miogenina, mTOR, miostatina e TGF- 

β1. 

3.2 Metodologia 

3.2.1 Grupos Experimentais 

 

Foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar, com idade de dois meses e 

aproximadamente 200 gramas adquiridos na Anilab Paulínia/SP e mantidos no 

Biotério da Faculdade de Ciências da Saúde (FACIS-UNIMEP), sob temperatura 

ambiente de 23º ± 2° C, submetidos a ciclo claro/escuro de 12 horas, não 

invertido, com ração e água ad libitum. Em média foram alocados quatro animais 

em caixas de polietileno de tamanho médio. O projeto foi aprovado pela Comissão 

de Ética sobre o Uso de Animais (CEUA) da UNIMEP, sob protocolo n01/2015 

(Anexo 1). Os ratos foram separados aleatoriamente nos seis grupos (n=6) a 

seguir: Controle (CT): sem nenhuma intervenção; HMB (H): suplementados com 

HMB, sem treinamento; T3: suplementados e treinados três vezes na semana; 

T3C: suplementados e treinados três vezes na semana com carga; T5: 

suplementados e treinados cinco vezes na semana; T5C: suplementados e 

treinados cinco vezes na semana com carga.  

 

3.2.2 Tratamento com Beta-Hidroxi-Beta-Metilbutirato (HMB) 

 

Os animais foram diariamente suplementados com cálcio-HMB (marca 

Arnold Nutrition©, composição por porção: Cálcio 500 mg e Fósforo 175 mg) 

durante 29 dias. A suplementação foi realizada sempre aproximadamente no 

mesmo horário (tanto para os animais que treinaram assim como para os animais 
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que não treinaram) para evitar variações fisiológicas e de estresse. Nos dias de 

treinamento físico, foi administrada uma hora antes da sessão, segundo protocolo 

estabelecido por Wilson et al. (2009), os quais sugerem uma maior proteção 

contra dano muscular durante o exercício físico. Foram preparadas doses de 320 

mg/kg de HMB em pó, diluídas em 1 ml de água destilada e administrada via 

orogástrica (gavagem) de acordo com protocolo de Pimentel et al. (2011). 

 

3.2.3 Treinamento físico dos animais 

 

O treinamento físico foi realizado em um aquário de vidro retangular, com 

um metro de comprimento, 40 cm de largura e 50 cm de altura. Foi utilizado um 

sistema de aquecimento térmico e de drenagem de água, para a troca da mesma 

conforme necessário. A temperatura da água foi controlada por meio de um 

termômetro com a finalidade de manter uma temperatura 30 º C ± 2 º C e uma 

profundidade de água de aproximadamente 40 cm. Previamente ao treinamento 

físico, os animais foram adaptados ao meio líquido; primeiro dia: foram colocados 

em água rasa durante 30 minutos para familiarização; segundo dia: os animais 

realizaram 10 minutos de natação; terceiro: os animais realizaram natação 

durante 20 minutos; quarto: os animais realizaram 20 minutos de natação com ou 

sem carga dependendo do grupo de intervenção a qual pertenciam; quinto: os 

animais realizaram 30 minutos de natação com ou sem carga dependendo do 

grupo de intervenção a qual pertenciam.  

A utilização ou não da carga (5% da massa corporal do animal) foi 

considerada como indicador da intensidade do esforço no treinamento físico dos 

animais. De acordo com Gobatto et al. (2001) esta intensidade é aonde o lactato 

estabiliza, ou seja, existe um equilíbrio nas taxas de acúmulo e remoção do 
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metabólito. A carga era ajustada semanalmente de acordo com alterações na 

massa corporal. Foi considerada como frequência o número de sessões de 

exercício físico na semana. Após o período de adaptação os animais realizaram 

treinamento físico durante uma hora por sessão. Todos os animais realizaram o 

treinamento físico em conjunto com a suplementação. Os grupos T3 e T3c 

realizaram 12 sessões de treinamento e os grupos T5 e T5c realizaram 20 

sessões de treinamento. Não calculamos a carga total semanal do treinamento 

físico. Após o treinamento na água, os animais foram secos com toalha e jato de 

ar quente.  

 

3.2.4 Avaliação da massa corporal 

 

A massa corporal (MC) dos animais foi mensurada semanalmente 

utilizando uma balança digital calibrada (GEHAKA, BG 1000), para ajuste das 

cargas com 5% e para avaliar os possíveis efeitos da suplementação e 

treinamento físico sobre a massa corporal. Para comparação dos grupos e análise 

estatística foi realizado o cálculo da área sob a curva. 

 

3.2.5 Eutanásia dos animais 

 

Ao fim do período experimental, no 31º dia, 24 horas após a última 

intervenção os animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal de uma 

mistura de Ketalar® (50 mg/mL) e Rompun® (2g/100mL), na proporção 1:1, na 

dose de 0,3 mL/100 g de massa corporal. Após apresentarem sinais de anestesia 

geral, o músculo tibial anterior esquerdo foi removido, pesado e dividido em duas 

partes transversais proporcionais, sendo uma parte destinada à técnica de 
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microscopia de luz e a outra parte subdividida para immunobloting e glicogênio. O 

tecido adiposo das regiões epididimal, mesentérica e retroperitoneal também foi 

retirado. 

 

 

3.2.6 Massa muscular e massa do tecido adiposo 

 

Durante a eutanásia o músculo tibial anterior foi pesado na forma úmida, 

sendo calculada a massa muscular absoluta e relativa. A massa absoluta era a 

massa do músculo per se, enquanto que a massa relativa dividiu-se a massa do 

músculo pela massa corporal de cada animal com seu respectivo músculo. A 

massa do tecido adiposo foi mensurada com uma balança analítica, sendo 

também calculada a massa absoluta e relativa.  

 

3.2.7 Análises Histológicas 

 

Parte do músculo tibial anterior esquerdo de cada animal foi fixada em 

suporte de madeira com tracacanth gum, imerso em isopentano à -80o C por 40 

segundos e imediatamente colocado em nitrogênio líquido à -196o C. Os 

músculos foram retirados do nitrogênio e mantidos em tambores de nitrogênio. 

Para obtenção dos cortes histológicos e confecção das lâminas, os músculos 

foram descongelados por aproximadamente 30 minutos até atingirem a 

temperatura de -23o C, e seccionados transversalmente com espessura de 8 μm, 

utilizando um criostato (modelo HYRAX C 25 – Zeiss).  

Os cortes foram fixados em Bouin por 30 minutos, e posteriormente 

lavados em álcool 70% por 12 horas. No dia seguinte foram lavados em água 
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corrente por 10 minutos e corados com hematoxilina de Harris e novamente 

lavados em água corrente por 10 minutos. Em seguida os cortes foram corados 

com eosina e as lâminas foram lavadas em água destilada. Após a lavagem foi 

iniciada a desidratação em álcool e a diafanização em xilol. As lâminas foram 

montadas com Entellan e os cortes utilizados utilizadas para mensuração da área 

de secção transversa (AST), sendo utilizados aproximadamente 6 cortes 

aleatórios por lâmina, sendo uma lâmina para cada animal, onde foram 

analisadas 250 fibras no total para cada lâmina utilizando microscópio óptico com 

câmera acoplada com objetiva de 20 x e conectada a um computador com 

software Image Pro-Plus® 6.0 (Media Cybermetics).  

 

3.2.8 Immunoblot 

 

O músculo TA foi homogeneizado em Triton X-100 1%, tris-HCL 100 mM 

(pH 7,4), pirofosfato de sódio 100 mM, fluoreto de sódio 100 mM, EDTA 10 mM, 

ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1 mg/ml de aprotinina, com 

volume variando 600 a 1000 uL, a 4o C usando homogeneizador tipo Polytron 

PTA20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA) operado 

em velocidade máxima por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 

11.000 rpm a 4o C por 20 minutos e o sobrenadante utilizado para análise do 

extrato total. A determinação de proteína foi realizada pelo método colorimétrico 

de Bradford e a leitura por leitor de microplaca Epoch (Biotek). As amostras dos 

extratos proteicos foram tratadas com tampão Laemlli (azul de bromofenol 0,1% e 

fosfato de sódio 1 M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 

100 mM e aquecidas banho seco por 5 minutos. Em seguida, 60 μg se proteína 
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foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida, com porcentagem de 12% em 

aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean), Bio-Rad Laboratories, 

Richmond, CA, EUA).  

A eletrotransferência do gel para membrana de nitrocelulose foi realizada 

em 90 minutos a 120 V (constante) em aparelho de transferência da Bio-Rad. As 

membranas foram lavadas com solução basal (trisma base 10 mM, cloreto de 

sódio 150 mM e tween) e incubadas com 10μg de anticorpo primário para 

miogenina (mouse monoclonal, Sigma, M5815), mTOR (rabbit policlonal, Cell 

Signaling, 2972-S), miostatina (rabbit policlonal, GDF8/MSTN, Bioss Antibodies, 

bs-1288R), TGF-β1 (mouse monoclonal, Sigma-Aldrich, T7039) e GADPH (mouse 

monoclonal, Santa Cruz, SC-59540), diluído em 10 mL de solução basal contendo 

3% de leite desnatado a 4º C durante a noite. No dia seguinte as membranas 

foram lavadas por 30 minutos com solução basal e incubadas em 10 mL de 

solução basal contendo 3% de leite desnatado e 2,5 μg de anticorpo secundário 

(Goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz : sc-2004 ou Goat anti-mouse IgG-HRP, 

Santa Cruz: sc-2005) por 2 horas em temperatura ambiente. Posteriormente as 

membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com solução basal. Para 

determinar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas à solução 

de quimioluminescência (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce por 

5 minutos e, em seguida o sinal fluorescente capturado no equipamento G-box 

(GeneSys). Os valores foram expressos em unidades arbitrárias, que é o 

resultado da divisão do conteúdo da proteína estuda pelo conteúdo de GAPDH 

(proteína de controle interno). 
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3.2.9 Glicogênio Muscular  

 

Para a determinação do glicogênio do músculo tibial anterior, as amostras 

foram digeridas em KOH 30% a quente e o glicogênio precipitado a partir da 

passagem por etanol. O glicogênio precipitado foi submetido à hidrólise ácida na 

presença de fenol conforme método do fenol sulfúrico descrito por Lo, Russeau e 

Taylor (1970). Os valores foram expressos em mg/100 mg de peso úmido. 

 

3.2.10 Análise Estatística 

 

A análise dos dados foi feita utilizando-se o software Bioestat versão 5.0. A 

normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e comparação entre os 

grupos avaliados foi realizada por meio do teste de análise de variância (ANOVA) 

one way e pós teste Tukey. Para todos os testes foi considerado valor significativo 

de p≤0,05. 
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3.3 Resultados 

3.3.1 Massa corporal 

 

A massa corporal foi similar entre os grupos estudados, como mostra a 

Tabela 1, considerando o cálculo da área sob a curva.  

 

Tabela 1. Massa corporal dos animais em gramas (g). Resultados expressos como média ± desvio 

padrão da média de 6 animais por grupo. 

Semanas CT  

(g) 

H  

(g) 

T3   

(g) 

T3C  

(g) 

T5  

(g) 

T5C  

(g) 

1 270,2±22 278,0±15 246,3±28 265,0±44 270,9±20 250,9±21 

2 303,1±23 308,5±14 267,5±28 287,6±44 292,2±18 269,6±24 

3 311,2±19 323,2±13 280,2±28 299,1±46 301,7±17 286,2±29 

4 335,9±16 340,5±13 296,2±27 297,5±68 321,5±17 303,3±32 

Área sob 

a curva 

917,4±58 941,1±41 819,0±83 868,1±139 892,6±52 832,9±78 

CT: controle; H: suplementado com HMB; T3: suplementado com HMB e treinamento físico 3 x na 

semana; T3C: suplementado com HMB e treinamento físico com carga 3 x na semana; T5: 

suplementado com HMB e treinamento físico 5 x na semana; T5C: suplementado com HMB e 

treinamento físico com carga 5 x na semana. ANOVA one way, p>0,05. 
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3.3.2 Massa muscular absoluta e relativa do tibial anterior 

 

  Não houve diferenças significativos na massa muscular entre os grupos, 

tanto em termos absolutos (Figura 1) como relativos (Figura 2). 

 

 

Figura 1. Peso absoluto e relativo do tibial anterior em miligramas (mg) e em em 

miligramas/grama (mg/g). Resultados expressos como média ± desvio padrão da média de 6 

animais por grupo. CT: controle; H: suplementado com HMB; suplementado com HMB e 

treinamento físico 3 x na semana; T3C: suplementado com HMB e treinamento físico com carga 3 

x na semana; T5: suplementado com HMB e treinamento físico 5 x na semana; T5C: 

suplementado com HMB e treinamento físico com carga 5 x na semana. ANOVA one way, p>0,05. 
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3.3.3 Massa absoluta e relativa do tecido adiposo. 

 

A quantidade de tecido adiposo nas regiões mesentérica e retroperitonial 

foi similar entre os grupos, tanto absoluto como relativo. Para o tecido adiposo 

epididimal absoluto, foi observada redução significativa dos grupos T3 (46,6%), 

T3C (48,1%) e T5C (47,8%) quando comparados ao CT (p<0,01; Tabela 2). Para 

o tecido adiposo epididimal relativo foi observada redução significativa dos grupos 

T3 (40%), T3C (43,7%) e T5C (41,2%) em comparação ao CT (p<0,01; Tabela 3). 

  

Tabela 2: Massa absoluta e relativa do tecido adiposo das regiões epididimal, mesentérica e 

retroperitoneal em miligramas (mg). Resultados expressos como média ± desvio padrão da média 

de 6 animais por grupo.   

 EPIDIDIMAL MESENTÉRICA RETROPERITONEAL 

CT 5.652 ± 1.782,2 1.315 ± 272,4 5.742 ± 1.027,9 

H 4.628 ± 936,1 1.263 ± 191,8 5.950 ± 1.086,9 

T3 3.013 ± 1.137,3* 1.137 ± 274,1 4.750 ± 1.836,5 

T3C 2.932 ± 992,7* 1.090 ± 399,2 5.395 ± 2.821,4 

T5 3.711 ± 821,8 1.012 ± 148,3 5.307 ± 879,2 

T5C 2.949 ± 870,7* 1.107 ± 157,2 4.563 ± 1502,8 

CT: controle; H: suplementado com HMB; suplementado com HMB e treinamento físico 3 x na 

semana; T3C: suplementado com HMB e treinamento físico com carga 3 x na semana; T5: 

suplementado com HMB e treinamento físico 5 x na semana; T5C: suplementado com HMB e 

treinamento físico com carga 5 x na semana. ANOVA one way, p<0,05. * difere do controle.  
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Tabela 3. Massa absoluta e relativa do tecido adiposo das regiões epididimal, mesentérica e 

retroperitoneal em miligramas (mg)/ grama (g). Resultados expressos como média ± desvio 

padrão da média de 6 animais por grupo. 

CT: controle; H: suplementado com HMB; suplementado com HMB e treinamento físico 3 x na 

semana; T3C: suplementado com HMB e treinamento físico com carga 3 x na semana; T5: 

suplementado com HMB e treinamento físico 5 x na semana; T5C: suplementado com HMB e 

treinamento físico com carga 5 x na semana. ANOVA one way, (p<0,05). * difere do controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 EPIDIDIMAL MESENTÉRICA RETROPERITONEAL 

CT 16,66 ± 4,64 3,90 ± 0,74 16,94 ± 2,32 

H 13,61 ± 2,50 3,71 ± 0,47 17,56 ± 2,88 

T3 9,98 ± 3,17* 3,79 ± 0,68 15,64 ± 5,27 

T3C 9,37 ± 2,44* 3,59 ± 0,91 17,00 ± 7,48 

T5 11,50 ± 2,23 3,16 ± 0,59 16,50 ± 2,58 

T5C 9,78 ± 1,81* 3,69 ± 0,35 14,89 ± 3,68 



33 

 

3.3.4 Área secção transversa (AST) das fibras musculares 

 

Os grupos H (67,9%; p<0,01) e T5C (47,9%; p<0,05) apresentaram AST 

significativamente maior quando comparados ao grupo CT. Foi observado 

redução da AST dos grupos T3 (36,2%), T3C (33,6%) e T5 (33,3%) em 

comparação ao grupo H (p<0,05). O grupo T5C apresentou maior AST (38,1%) 

quando comparado ao grupo T3 (p<0,05), como demostrado na figura 3. 

 

 

 

Figura 2. Área de secção transversa (AST) das fibras do músculo tibial anterior (TA) em µm
2
. 

Resultados expressos como média ± desvio padrão da média de 6 músculos por grupo. C: 

controle; H: HMB; T3: HMB treinamento três vezes na semana; T3C: HMB treinamento com carga 

três vezes na semana; T5: HMB treinamento cinco vezes na semana; T5C: HMB treinamento com 

carga cinco vezes na semana. Símbolos diferentes indicam valores significativamente diferentes 

segundo ANOVA one way, p<0,05. * Difere do grupo CT; # difere do grupo H; § difere do grupo 

T3.  
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3.3.5 Cortes histológicos TA 

 

Na figura 4 são apresentados cortes histológicos do músculo tibial anterior 

normal (fibras com núcleos na periferia), com representação da AST. O grupo H 

apresenta maior AST em comparação aos grupos CT, T3, T3C e T5 e uma AST 

semelhante ao T5C. 

 
 
Figura 3. Cortes transversais histológicos corados com HE do músculo tibial anterior. Nota-se os 

núcleos periféricos e AST de tamanhos diferentes, com ênfase na maior AST no grupo H. Barra 50 

µm.  
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3.3.6 Glicogênio Muscular do TA 

 

Os grupos H (57,1%), T3 (61,9%), T3C (152%), T5 (119%) e T5C 

(152,3%) apresentaram maior quantidade de glicogênio em comparação ao grupo 

CT (p<0,01). Os grupos T3C (60,6%), T5 (39,3%) e T5C (60,6%) apresentaram 

maior quantidade de glicogênio em comparação ao grupo H (p<0,01). Os grupos 

T3C (55,8%), T5 (35,2%) e T5C (55,8%) apresentaram maior quantidade de 

glicogênio em comparação ao grupo T3 (p<0,01). O grupo T3C (15,2%) 

apresentou maior quantidade de glicogênio em comparação ao grupo T5 (p<0,05), 

como demostrado na figura 5. 

 

 
 
Figura 4. Concentração de glicogênio muscular do músculo TA em miligramas/100 miligramas 

(mg/100mg). Resultados expressos como média ± desvio padrão da média de 6 músculos por 

grupo. CT: controle; H: suplementado com HMB; suplementado com HMB e treinamento físico 3 x 

na semana; T3C: suplementado com HMB e treinamento físico com carga 3 x na semana; T5: 

suplementado com HMB e treinamento físico 5 x na semana; T5C: suplementado com HMB e 

treinamento físico com carga 5 x na semana. Símbolos diferentes indicam valores 

significativamente diferentes segundo ANOVA one way, p<0,05. * Difere do grupo CT; # difere do 

grupo H; § difere do grupo T3; † difere do grupo T5.  
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3.3.7 Conteúdo de Miogenina 

 

O conteúdo de miogenina foi significativamente menor nos grupos T3C, T5 

e T5C em comparação a CT (p˂0,05). O grupo T5 também apresentou menor 

conteúdo de miogenina em comparação ao grupo H (p˂0,05) (Figura 6). Entre os 

demais grupos o conteúdo de miogenina foi similar. 

 

                                               

                                   

 

 

Figura 5. Conteúdo de miogenina, em unidades arbitrárias. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão da média de 6 músculos por grupo. CT: controle; H: suplementado com HMB; 

suplementado com HMB e treinamento físico 3 x na semana; T3C: suplementado com HMB e 

treinamento físico com carga 3 x na semana; T5: suplementado com HMB e treinamento físico 5 x 

na semana; T5C: suplementado com HMB e treinamento físico com carga 5 x na semana. 

Símbolos diferentes indicam valores significativamente diferentes segundo ANOVA one way, 

p<0,05. * Difere do grupo CT; # difere do grupo H.  

 

 

 

34 kDa 

GAPDH 37 kDa 
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3.3.8 Conteúdo de Miostatina e TGF-β1 

 

O grupo T5C apresentou aumento significativo do conteúdo de miostatina 

quando comparado ao grupo CT (p˂0,05; Figura 7). No grupo T5C houve 

aumento significativo de TGF-β1 quando comparado ao grupo H (p˂0,05), como 

observado na figura 8. 

 

                                         

                               

 
 
Figura 6. Conteúdo de miostatina, em unidades arbitrárias. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão da média de 6 músculos por grupo. CT: controle; H: suplementado com HMB; 

suplementado com HMB e treinamento físico 3 x na semana; T3C: suplementado com HMB e 

treinamento físico com carga 3 x na semana; T5: suplementado com HMB e treinamento físico 5 x 

na semana; T5C: suplementado com HMB e treinamento físico com carga 5 x na semana. ANOVA 

one way, p<0,05. * Difere do grupo CT.  

 

 

 

 

 

 

GAPDH 37 kDa 

43 kDa 
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Figura 7. Conteúdo de TGF-β1, em unidades arbitrárias. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão da média de 6 músculos por grupo. CT: controle; H: suplementado com HMB; 

suplementado com HMB e treinamento físico 3 x na semana; T3C: suplementado com HMB e 

treinamento físico com carga 3 x na semana; T5: suplementado com HMB e treinamento físico 5 x 

na semana; T5C: suplementado com HMB e treinamento físico com carga 5 x na semana. ANOVA 

one way, p<0,05. # Difere do grupo H.  
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3.3.9 Conteúdo de mTOR 

 

O conteúdo de mTOR apresentou aumento significativo nos grupos T3C, 

T5 e T5C em comparação ao grupo CT (p˂0,05; Figura 9).  

 

       

      

 
 
Figura 8. Conteúdo de mTOR, em unidades arbitrárias. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão da média de 6 músculos por grupo. CT: controle; H: suplementado com HMB; 

suplementado com HMB e treinamento físico 3 x na semana; T3C: suplementado com HMB e 

treinamento físico com carga 3 x na semana; T5: suplementado com HMB e treinamento físico 5 x 

na semana; T5C: suplementado com HMB e treinamento físico com carga 5 x na semana. ANOVA 

one way, p<0,05. * Difere do grupo CT.  

 

 

3.4 Discussão 

 

Diversos trabalhos têm utilizado o método da AST para avaliar o tamanho 

da fibra muscular, indicando desta forma se ocorreu modulação do trofismo 

muscular a nível microscópico (EGNER et al., 2016; FRY et al., 2017; MENDIAS 

et al., 2017; XIA et al., 2016). A suplementação com HMB e o treinamento de 

maior intensidade e frequência (T5C) induziram significativa hipertrofia quando 

GAPDH 37 kDa 

290 kDa 
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comparada ao grupo controle, enquanto que o treinamento de menor intensidade 

e frequência (T3, T3C e T5) inibiram o processo de hipertrofia causada pela 

suplementação.  

Grande parte dos estudos com animais investigaram os efeitos da 

suplementação de HMB na atrofia muscular em condições patológicas 

(envelhecimento, atrofia por desuso, por tratamento com glicocorticóides e 

câncer) (ALWAY et al. 2013; AVERSA et al., 2011; AVERSA et al., 2012; GIRÓN 

et al., 2015; HAO et al., 2011; NOH et al., 2014; SMITH et al., 2004; SMITH et al., 

2005; WILSON et al., 2012), sendo que estes estudos de fato comprovaram a 

eficácia do metabólito na prevenção da atrofia muscular. Apesar de o HMB 

estimular o aumento da síntese proteica (GIRÓN et al., 2016; WILKINSON et al., 

2013), os efeitos do HMB na hipertrofia muscular em animais saudáveis e 

sedentários ou até mesmo quando combinado com o exercício físico são pouco 

conhecidos.  

A forma de cálcio HMB utilizada no estudo, tem uma baixa velocidade de 

aparecimento na corrente sanguínea, levando aproximadamente 60 a 120 

minutos para alcançar o pico de concentração plasmática (FULLER et al., 2011). 

Um outro estudo demonstrou que o cálcio HMB na dosagem de 3 gramas resultou 

em um rápido e significativo pico (<60 min) na concentração plasmática de HMB 

(WILKINSON et al., 2017). O aumento no HMB plasmático foi acompanhado de 

aumentos na síntese proteica muscular e supressão na degradação proteica 

muscular (WILKINSON et al., 2017). Além disso, foi observado aumento na 

fosforilação de componentes da via mTOR (WILKINSON et al., 2017). Tais 

achados suportam as propriedades anabólicas do HMB de cálcio mesmo com a 

baixa biodisponibilidade. Desta forma a suplementação foi administrada uma hora 
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antes do exercício para maximizar os efeitos do HMB durante a prática da 

mesma.  

Além disso, um trabalho investigou os efeitos isolados do HMB (PIMENTEL 

et al., 2011), pois grande parte das investigações avaliaram os efeitos do HMB 

concomitante à outras intervenções (ESCALANTE et al., 2016; RITTIG, et al., 

2017; RUSS et al., 2015; RUSS et al., 2017), o que poderia confundir os 

resultados isolados promovidos pelo metabólito. Pimentel et al. (2011) avaliaram o 

impacto da suplementação de HMB (dose de 320 mg/kg de massa corporal) 

durante 21 dias na massa muscular esquelética de ratos saudáveis e sedentários. 

O tratamento com HMB induziu hipertrofia nos músculos extensor digital longo 

dos dedos (EDL) e sóleo, e aumentou a fosforilação de p70S6K1 no EDL.  

Foram observadas diferenças significativas na AST das fibras musculares 

em resposta à suplementação de HMB, indicando alteração celular de hipertrofia. 

Teixeira et al. (2016) demonstraram que a suplementação com HMB (dose de 76 

mg/kg/dia) administrada 30 minutos antes de um treinamento concorrente, 

durante dois meses, foi capaz de aumentar a dimensão da fibra muscular em 

ratos, avaliada por técnicas de estereologia.  

A suplementação isolada não foi capaz de aumentar o conteúdo de TGF-

β1, no entanto foi observado aumento significativo quando a suplementação foi 

associada ao treinamento físico com intensidade de 5% da massa corporal e 

frequência cinco vezes. O TGF-β1 atua como “freio” da atividade de células 

satélites, por inibir a atividade de quinases dependentes de ciclinas, reduzindo 

assim a expressão de MyoD (MCCROSKERY et al., 2003). Este fator de 

crescimento limita a diferenciação e fusão de células satélites por meio do 

downregulation da expressão de miogenina (MCCROSKERY et al., 2003). Apesar 
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de a literatura frequentemente descrever o efeito negativo do TGF-β1 na 

regeneração muscular, Gumucio et al. (2015) sugere que este efeito tem mais a 

ver com otimização das ações de células satélites. A proliferação prematura, 

diferenciação e fusão de células satélites resulta em defeitos na regeneração 

(MURPHY et al., 2011), desta forma o TGF-β1 agiria temporalmente para regular 

a atividade de células satélites para garantir que as fibras musculares tenham 

terminado de quebrar as proteínas sarcoméricas danificadas no intuito de 

remodelar a fibra e induzir hipertrofia. Assim, sugere-se que no grupo T5C houve 

maior estímulo das células satélites, uma vez que o exercício físico de maior 

intensidade é capaz de ativar tais células (KUROSAKA et al., 2012). 

Os estudos sugerem que o HMB é mais efetivo em indivíduos destreinados 

e treinados que são submetidos a exercícios extenuantes (ALBERT et al., 2015; 

ROWLAND; THOMPSON, 2009). No entanto, os dados deste estudo apontam 

para a efetividade do HMB no trofismo muscular mesmo sem o emprego do 

exercício físico, porém os mecanismos biológicos necessitam ser futuramente 

elucidados. Diferente de alguns estudos aonde associam alterações do mTOR ou 

miostatina na hipertrofia (PIMENTEL et al., 2011; MOORE et al., 2017; OISHI et 

al., 2015), neste estudo não foram observados aumentos de mTOR ou diminuição 

da miostatina, mesmo com a hipertrofia observada no grupo suplementado.  

Especula-se então, por vias das hipóteses, que a fibra muscular possa ter 

atingido seu nível máximo de hipertrofia perante à suplementação. Por exemplo, o 

músculo pode ter se adaptado ao estímulo (suplementação) após 30 dias e não 

mais requer a amplificação pela proteína específica, tornando assim sua 

expressão inalterada.  
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Em humanos, a efetividade do treinamento aeróbio na indução da 

hipertrofia muscular depende da suficiente intensidade de exercício (70-80% da 

frequência cardíaca de reserva), duração (30-45 minutos) e frequência (4-5 dias 

semanal) com a finalidade de recrutar ao máximo as fibras musculares 

(KONOPKA; HARBER, 2014). Por exemplo, em um dos estudos os participantes 

realizaram 118.000 a 145.000 contrações musculares por membro inferior 

(HARBER et al., 2009; HARBER et al., 2010). Isto demonstra que uma 

prolongada atividade contrátil promove um elevado estresse metabólico, 

resultando em hipertrofia mesmo sem cargas elevadas, durante o treinamento de 

força (MITCHELL et al., 2012). 

No nosso estudo foi utiilizado um modelo de natação que mimetiza um 

treinamento físico aeróbio com o objetivo de investigar se diferentes intensidades 

e frequências deste exercício exerceriam respostas diferentes no trofismo 

muscular, e se estes protocolos seriam suficientes para induzir hipertrofia, uma 

vez que a literatura clássica sugere que somente o treinamento de força induz 

hipertrofia muscular.  

Xia et al. (2016) investigaram o papel da suplementação com leucina e 

treinamento físico aeróbio nas vias de sinalização do músculo esquelético, no 

controle do balanço proteico muscular e no remodelamento muscular em 

camundongos idosos. Foi administrada uma dieta contendo 5% de leucina e o 

protocolo de treinamento físico consistiu em sessões de natação de 45 minutos 

diários, seis vezes na semana, durante dois meses. A intensidade do esforço foi 

fixada em 3% da massa corporal dos animais. A combinação de leucina e 

treinamento físico promoveu aumento da AST do gastrocnêmio branco em 

comparação ao controle, e também não foram observadas diferenças dos grupos 
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exercitados e suplementados isoladamente. Ocorreu aumento da expressão de 

proteínas envolvidas na síntese proteica como mTOR e seus efetores p70S6K1 e 

4EB-P1 nos grupos exercitados, suplementados e combinados em relação ao 

controle. O estudo mostra que o treinamento físico aeróbio de moderada 

intensidade em conjunto com a suplementação de leucina resulta em hipertrofia 

muscular.  

Corroborando com os dados de Xia et al. (2016), no nosso estudo foi 

observado aumento da AST no grupo T5C, o grupo no qual realizou exercício em 

maior intensidade e frequência, além disso, intensidades e frequências menores 

promoveram resistência à hipertrofia. A elevação do gasto energético pode ter 

aumentado o processo catabólico (não avaliamos proteínas envolvidas na 

proteólise ex: MuRF1 e Atrogin-1). Este gasto energético é baseado na 

observação da diminuição do peso do tecido adiposo aonde foi constatado neste 

estudo diminuição do tecido adiposo epidimal. Foi utilizada uma intensidade maior 

(5% da massa corporal) quando comparada ao estudo de Xia et al. (2016) (3% da 

massa corporal), intensidade esta próxima do limiar anaeróbio. Esta intensidade 

de 5% foi estabelecida uma vez que os ratos eram mais jovens quando 

comparado ao estudo de Xia et al. (2016). A duração do treinamento físico no 

presente estudo também foi menor (28 dias), e mesmo nestas condições o grupo 

T5C apresentou hipertrofia muscular.  

Philp et al. (2015) demonstraram que o exercício de endurance estimula 

síntese proteica miofibrilar e mitocondrial no músculo esquelético independente 

de mTOR. Este estudo sugere não existência de uma relação entre hipertrofia e 

mTOR em resposta ao treinamento aeróbio crônico. No nosso estudo, foi 

constatado aumento da AST no grupo suplementado associado ao treinamento 
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físico sem carga com frequência de três vezes, no entanto, sem significativo 

aumento de mTOR. Por outro lado, os protocolos com maior frequência e maior 

intensidade promoveram aumento do conteúdo de mTOR quando comparados ao 

controle, sugerindo maior estresse metabólico. Níveis elevados de espécies 

reativas de oxigênio (maior estresse metabólico) sinalizam a ativação de mTOR. 

No entanto entre os grupos exercitados com diferentes intensidades e 

frequências, não foram observadas diferenças no conteúdo de mTOR. Em 

homens treinados, o treinamento de força de alta intensidade e alto volume 

induzem ativação similar de mTOR (GONZALEZ et al., 2015).  

Dois estudos demonstraram que os níveis de RNAm de miostatina 

diminuem enquanto que a quantidade de proteína miostatina não altera com o 

treinamento físico aeróbio (MATSAKAS et al., 2006; MATSAKAS et al., 2005). O 

comportamento do conteúdo da miostatina do grupo T5C não era esperado, uma 

vez que estudos demonstram que o bloqueio e a diminuição da miostatina está 

relacionada com hipertrofia muscular (LATRES et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 

2014). No entanto, existe a possibilidade de que este protocolo intenso tenha 

favorecido a hipertrofia muscular pela ocorrência de microlesões musculares (não 

foi avaliada), que está relacionada com o aumento de miostatina (LEE et al., 

2015; SONG et al., 2012). Também existe a possibilidade de que a hipertrofia 

muscular neste grupo (T5C) tenha atingido seu limite de adaptação e que a 

miostatina tenha aumentado no sentido de frear a adaptação hipertrófica.  

A suplementação favoreceu o aumento de glicogênio, sendo potencializado 

quando combinado com exercício físico. Manabe et al. (2013) demonstraram que 

o glicogênio muscular não alterou após uma semana de treinamento físico, no 

entanto aumentou significativamente após quatro e sete semanas de treino. 
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Pinheiro et al. (2012) observaram aumento de conteúdo de glicogênio nas 

porções branca (aumento de cinco vezes) e vermelha (aumento de duas vezes) 

do músculo gastrocnêmio de ratos Wistar machos suplementados com HMB, 

aumento também encontrado no nosso estudo. Mecanismos que induzem 

aumento do conteúdo de glicogênio: aumento das concentrações de hormônio do 

crescimento/fator de crescimento semelhante à insulina (GH/IGF-1), inativação de 

glicogênio quinase 3 sintase (GSK3) por meio da via fosfatidil-inositol-3-quinase 

(PI-3K), aumento do conteúdo de citrato, razão ATP/ADP e glicose-6-fosfato 

(PINHEIRO et al., 2012). O T3 não apresentou um efeito sinérgico do glicogênio 

perante a suplementação de HMB. Treinamentos com maiores intensidades 

apresentaram maior sensibilidade do glicogênio.  

Algumas evidências apontam para o aumento da miogenina no 

estabelecimento da hipertrofia muscular (ISHIDO et al., 2004; OISHI et al., 2015). 

No entanto, neste estudo os resultados referentes à miogenina não apresentaram 

relação com a hipertrofia muscular. Flynn et al. (2010) demonstraram que 

camundongos adultos com deleção da miogenina apresentaram melhor 

desempenho em corrida de esteira tanto em baixa como alta intensidade. Estes 

animais são capazes de utilizar com maior eficiência o metabolismo oxidativo e 

glicolítico. É possível que tenha ocorrido incremento do metabolismo muscular 

nos grupos suplementados e exercitados em comparação ao controle. Os grupos 

suplementados e treinamento sem carga com frequência de três vezes na 

semana não apresentaram diminuição da miogenina possivelmente pela baixa 

intensidade e frequência de esforço e a inatividade no grupo suplementado. 

Porém, no nosso estudo não avaliamos o desempenho físico dos animais. Assim 

nas análises de glicogênio muscular todas intervenções foram capazes de 
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aumentar o conteúdo deste substrato quando comparado ao CT o que pode 

sugerir uma possível relação com o conteúdo de miogenina.  

 

3.5 Limitações 

 

Neste estudo foram selecionados apenas algumas proteínas envolvidas no 

remodelamento do músculo esquelético, e atualmente sabe-se que outras 

proteínas devem estar envolvidas no processo de hipertrofia muscular (ex: 

fosforilação de proteínas quinases), e ainda outros que provavelmente exercem 

papéis putativos em um determinado fenótipo. Os resultados encontrados aqui 

neste estudo refletem um cenário adaptativo muscular destas proteínas e que 

devem ser exploradas futuramente. 

 

3.6 Conclusão 

 

Os dados do presente estudo demonstraram que a suplementação isolada 

com HMB foi suficiente em induzir hipertrofia muscular. O treinamento físico 

aeróbio associado à suplementação também foi capaz de induzir hipertrofia 

muscular, desde que realizado em uma suficiente intensidade e frequência.  
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4. SEGUNDO ARTIGO 

 

Suplementação com beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB) 

associada ao treinamento aeróbio de baixa intensidade e 

frequência favorece a regeneração do músculo esquelético. 

 

4.1 Introdução 

 

O músculo esquelético é um tecido extremamente plástico, com amplo 

potencial de regeneração após lesão (CHARGÉ; RUDNICKI, 2004; DUMONT et 

al., 2015; TIDBALL, 2017). O processo de regeneração muscular é um fenômeno 

biológico complexo caracterizado por cinco fases tempo-dependentes e inter-

relacionadas: degeneração, inflamação, regeneração, remodelamento e 

maturação (MUSARÒ, 2014). A resposta inflamatória e o recrutamento de células 

tronco musculares (células satélites) são processos importantes da regeneração 

muscular (CHARGÉ; RUDNICKI, 2004). O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é 

um dos mediadores chave da inflamação e exerce uma miríade de mecanismos 

na inflamação e reparo do músculo esquelético (TIDBALL; VILLALTA, 2010).  

Após a lesão muscular, populações invasores de neutrófilos e macrófagos 

expressam TNF-α, sugerindo que esta citocina pode contribuir para o prematuro 

estágio inflamatório que precede a regeneração muscular (COLLINS; GROUNDS, 

2001; ZÁDOR et al., 2001). Após a ativação, as células satélites sofrem uma série 

de etapas que envolvem a proliferação, diferenciação e fusão de mioblastos nas 
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fibras musculares com o intuito de reparar o dano ou consitituir uma nova fibra 

(GROUNDS et al., 2002; HAWKE; GARRY, 2001). Em resposta a estímulos como 

lesão ou exercício, as células são ativadas e expressam distintos fatores 

regulatórios miogênicos envolvidos neste processo regenerativo, como MyoD e 

miogenina (ZANOU; GAILLY, 2013). Enquanto a MyoD está diretamente 

relacionada com a ativação, proliferação e diferenciação de células satélites, a 

expressão de miogenina está relacionada com diferenciação terminal (SHI; 

GARRY, 2006; ZAMMIT, 2008).  

Desta forma, diversas estratégias vêm sendo investigadas com o intuito de 

acelerar/otimizar o processo regenerativo, e assim, favorecer o retorno do 

paciente ou atleta o mais rápido possível às suas atividades cotidianas 

(LAUMONIER; MENETREY, 2016).  

Nos últimos tempos a comunidade científica tem dado maior atenção às 

investigações com os efeitos dos suplementos nutricionais sobre a regeneração 

muscular (CAROTENUTO et al., 2016; CRASSOUS et al., 2009; KRUGER, 

SMITH, 2012; MYBURGH et al., 2015; PERRY et al., 2016; TIPTON, 2015). 

Pereira et al. (2014a, 2014b, 2015) em uma sequência de estudos, demonstraram 

que a suplementação com o aminoácido essencial leucina foi capaz de estimular 

a regeneração muscular de ratos jovens e idosos após criolesão, e que o 

aminoácido também foi capaz de acelerar o reparo do tecido conjuntivo de ratos 

jovens.  

O beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB) é um metabólito derivado da 

leucina e possui ação anabólica e anti-catabólica no tecido muscular esquelético 

(WILSON et al., 2008; WILSON et al., 2013; ZANCHI et al., 2011). Estudos 

demonstram que o HMB aumenta a síntese proteica pela via molecular do alvo da 
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rapamicina em mamíferos (mTOR) e inibe o aumento da degradação proteica 

atenuando a via do sistema ubiquitina-proteassomo (ELEY et al., 2007; 

PIMENTEL et al., 2011; SMITH et al., 2004; SMITH et al., 2005; WILSON et al., 

2012; WILKINSON et al., 2013). Adicionalmente, o HMB tem demonstrado outros 

seguintes efeitos no músculo esquelético: redução dos microdanos musculares 

induzidos pelos exercícios físicos (KNITTER et al., 2000; KRAEMER et al., 2015; 

VAN SOMEREN et al., 2005;); proliferação e ativação de células satélites 

(ALWAY et al., 2013; SZCZÉSNIAK et al., 2016); e redução do processo 

inflamatório (HOFFMAN et al., 2016; KRAEMER et al., 2014). Um estudo 

demonstrou que o HMB influencia positivamente a proliferação e diferenciação, 

aceleração da fusão e a redução da apoptose em cultura de mioblastos adultos 

(KORNASIO et al., 2009). Com base nas propriedades e observações descritas 

nos estudos acima, é plausível sugerir que o HMB exerça importante função na 

regeneração do músculo esquelético frente à uma lesão.  

O exercício físico é sabidamente uma efetiva estratégia na prevenção e 

tratamento de diversas co-morbidades (BOOTH, HAWLEY, 2015; HAWLEY, 

2014), mas seu papel durante a reabilitação muscular pós-lesão é menos 

conhecido (SHERRY et al., 2015). São evidenciados alguns efeitos positivos do 

exercício físico aeróbio sobre a regeneração muscular (JOANISSE et al., 2016; 

KIM et al., 2013; RICHARD-BULTEAU et al., 2008). Por exemplo, Joanisse et al. 

(2016) observaram que o pré-condicionamento com exercício físico em esteira 

maximizou a regeneração do músculo esquelético de camundongos senis. 

Richard-Bulteau et al. (2008) submeteram ratos ao aumento de atividade contrátil 

durante regeneração muscular e verificaram recuperação da massa muscular, 

sugerindo participação da via mTOR e sustentada ação de células miogênicas. 
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Kim et al. (2013) também demonstraram que exercício em esteira com baixa 

intensidade promoveu regeneração muscular após lesão induzida por bipuvacaína 

no gastrocnêmio, e tal recuperação envolve aumento de HSP70.  

Apesar dos efeitos positivos observados da suplementação individual de 

HMB e treinamento físico na capacidade regenerativa, não foi observado até o 

momento nenhum estudo que investigou a combinação destes recursos em um 

modelo in vivo de lesão muscular. Poucos estudos investigaram os efeitos de 

diferentes intensidades e frequências de treinamento aeróbio na regeneração 

muscular. Por exemplo, Pestana et al. (2011) investigaram os efeitos da natação 

sobre alterações morfológicas do músculo esquelético em processo de reparo 

após criolesão. As sessões de exercício foram realizadas 6 vezes na semana com 

duração de 90 minutos. A natação não causou alterações morfológicas durante o 

reparo muscular após criolesão. Importante destacar que os autores não 

utilizaram nenhum suplemento nutricional.  

Tal pesquisa é de suma importância, uma vez que os dados do presente 

estudo poderão fornecer alguma compreensão dos efeitos de suplementos 

nutricionais e exercício físico na regeneração muscular, contribuindo assim para 

delinear e testar futuros estudos com humanos. A hipótese do estudo é de que a 

suplementação com HMB associado a treinamento físico de baixa intensidade e 

frequência maximize a regeneração muscular.  

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da 

suplementação de HMB associada a diferentes intensidades e frequências do 

treinamento físico aeróbio na regeneração do músculo esquelético em ratos 

submetidos à criolesão.  
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4.2 Metodologia 

4.2.1 Grupos Experimentais 

 

Foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar, com idade de dois meses e 

aproximadamente 200 gramas, sob temperatura ambiente de 23º C ± 2° C, 

submetidos a ciclo claro/escuro de 12 horas, não invertido, com ração e água ad 

libitum. O projeto foi aprovado pela comissão de Ética sobre o Uso de Animais 

(CEUA) da UNIMEP, sob protocolo n01/2015 (Anexo 1). 

Em média foram alocados quatro animais em caixas de polietileno de 

tamanho médio. O músculo tibial anterior direito de todos os animais sofreu 

criolesão. Os ratos foram separados aleatoriamente em seis grupos (n=6): 

Controle (CL): animais não receberam nenhum tipo de intervenção; HMB (HL): 

animais receberam suplementação de HMB; L3: animais suplementados com 

HMB associado ao treinamento físico três vezes na semana; L3C: animais 

suplementados com HMB associado ao treinamento físico três vezes na semana 

com carga; L5: animais suplementados com HMB associado ao treinamento físico 

cinco vezes na semana; L5C: animais suplementados com HMB associado ao 

treinamento físico cinco vezes na semana com carga. 

 

 

4.2.2 Suplementação com Beta-Hidroxi-Beta-Metilbutirato (HMB) 

 

Os animais foram diariamente suplementados com cálcio-HMB (marca 

Arnold Nutrition©, composição por porção: Cálcio 500 mg e Fósforo 175 mg) 

durante 29 dias. A suplementação foi realizada sempre aproximadamente no 

mesmo horário para evitar variações fisiológicas e de estresse, sendo 

administrada uma hora antes do treinamento físico, de acordo com Pimentel et al. 
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(2011) os quais sugerem maior efeito ergogênico. Foram preparadas doses de 

320 mg/kg de HMB em pó, diluídas em 1 ml de água destilada e administrada via 

orogástrica (gavagem) de acordo com protocolo de Pimentel et al. (2011). 

 

 

4.2.3Treinamento físico dos animais 

 

O treinamento físico foi realizado em um aquário de vidro retangular, com 

um metro de comprimento, 40 cm de largura e 50 cm de altura. Foi utilizado um 

sistema de aquecimento térmico e de drenagem de água, para a troca da mesma 

conforme necessário. A temperatura da água foi controlada por meio de um 

termômetro com a finalidade de manter uma temperatura 30 º C ± 2 º C e uma 

profundidade de água de aproximadamente 40 cm. Previamente ao treinamento 

físico, os animais foram adaptados ao meio líquido (adaptado de Freitas et al. 

(2010)) ; primeiro dia: foram colocados em água rasa durante 30 minutos para 

familiarização; segundo dia: os animais realizaram 10 minutos de natação; 

terceiro: os animais realizaram natação durante 20 minutos; quarto: os animais 

realizaram 20 minutos de natação com ou sem carga dependendo do grupo de 

intervenção a qual pertenciam; quinto: os animais realizaram 30 minutos de 

natação com ou sem carga dependendo do grupo de intervenção a qual 

pertenciam.  

A utilização ou não da carga (5% da massa corporal do animal) foi 

considerada como indicador da intensidade do esforço no treinamento físico dos 

animais. De acordo com Gobatto et al. (2001) esta intensidade é aonde o lactato 

estabiliza, ou seja, existe um equilíbrio nas taxas de acúmulo e remoção do 

metabólito. A carga era ajustada semanalmente de acordo com alterações na 
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massa corporal. Foi considerada como frequência o número de sessões de 

exercício físico na semana (3 ou 5). Após o período de adaptação os animais 

realizaram treinamento físico durante 1 hora por sessão. Vale ressaltar que o 

treinamento físico foi realizado durante 14 dias antes da criolesão, como forma de 

pré-condicionamento muscular e após 48 horas da criolesão os animais 

continuaram o treinamento por mais 14 dias completando 28 dias do protocolo. 

Todos os animais realizaram o treinamento físico em conjunto com a 

suplementação. Os grupos L3 e L3c realizaram 12 sessões de treinamento e os 

grupos L5 e L5c realizaram 20 sessões de treinamento. Após o treinamento na 

água, os animais foram secos com toalha e jato de ar quente.  

 

4.2.4 Procedimento de Lesão Muscular 

 

No 15º dia do protocolo, os animais foram anestesiados via intraperitonial 

com uma mistura de Ketalar® (50 mg/mL) e Rompun® (2 g/100mL), na proporção 

1:1, na dose de 0,3 mL/100 g de massa corporal. Após apresentar sinais de 

anestesia, a região lesada foi tricotomizada e o músculo tibial anterior (TA) direito 

exposto. Para a lesão foi utilizada uma barra metálica de 1cm x 0,5cm resfriada 

em nitrogênio líquido por 30 segundos. A haste metálica resfriada foi pressionada 

sobre o ventre do músculo tibial anterior direito por 10 segundos; em seguida, foi 

imersa novamente em nitrogênio líquido por 30 segundos, e pressionada 

novamente no músculo no mesmo lugar por mais 10 segundos, segundo o 

protocolo de Miyabara et al. (2006).  

Após o procedimento de lesão a fáscia muscular e a pele foram suturadas 

e os animais foram alocados individualmente em gaiolas com ração e água ad 
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libitum até sua recuperação. Posteriormente foram alocados em gaiolas coletivas 

com no máximo quatro animais por gaiola. 

 

4.2.5 Desenho Experimental 

 

 

 

Figura 1. Desenho experimental do estudo. Os animais foram suplementados e treinados 14 dias 

previamente à lesão de acordo com o grupo pertencente. No 15
o 

dia os animais foram submetidos 

à criolesão. No 17
o 

dia os ratos tiveram o reinício da suplementação e 48 horas após lesão os 

ratos continuaram o treinamento físico por mais 14 dias até o final do experimento (eutanásia e 

31
o 
dia). 

 

4.2.6 Avaliação da massa corporal 

 

A massa corporal (MC) dos animais foi mensurada semanalmente 

utilizando uma balança digital calibrada (GEHAKA, BG 1000), para ajuste das 

cargas com 5% e para avaliar os possíveis efeitos da suplementação e 

treinamento físico sobre a massa corporal. Para comparação dos grupos e análise 

estatística foi realizado o cálculo da área sob a curva. 
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4.2.7 Eutanásia dos animais 

 

Ao fim do período experimental (31 dias), os animais foram anestesiados 

com injeção intraperitoneal de uma mistura de Ketalar® (50 mg/mL) e Rompun® 

(2g/100mL), na proporção 1:1, na dose de 0,3 mL/100 g de massa corporal. Após 

apresentarem sinais de anestesia geral, o músculo TA direito foi removido, 

pesado e dividido em duas partes transversais proporcionais, sendo uma parte 

destinada à técnica de microscopia de luz e outra parte para immunobloting.  

 

4.2.8 Massa muscular 

 

Após remoção, o músculo tibial anterior foi pesado em uma balança na 

forma úmida, sendo calculada a massa muscular absoluta e relativa. O peso 

absoluto era a massa do músculo, enquanto que o relativo dividiu-se a massa 

muscular pela massa corporal de cada animal com seu respectivo músculo.  

 

4.2.9 Análises Histológicas 

 

Parte do músculo tibial anterior direito de cada animal foi fixada em suporte 

de madeira com tracacanth gum, imerso em isopentano à -80o C por 40 segundos 

e imediatamente colocado em nitrogênio líquido à -196o C. Os músculos foram 

retirados do nitrogênio e mantidos em Biofreezer à -70o C ou em tambores de 

nitrogênio. Para obtenção dos cortes histológicos e confecção das lâminas, os 

músculos foram descongelados por aproximadamente 30 minutos até atingirem a 

temperatura de -23o C, seccionados transversalmente com espessura de 8 μm, 

utilizando um criostato (modelo HYRAX C 25 – Zeiss). Os cortes foram fixados em 
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Bouin por 30 minutos, e posteriormente lavados em álcool 70% por 12 horas. No 

dia seguinte foram lavados em água corrente por 10 minutos e corados com 

hematoxilina de Harris e novamente lavados em água corrente por 10 minutos. 

Em seguida os cortes foram corados com eosina e as lâminas foram lavadas em 

água destilada. Após a lavagem foi iniciada a desidratação em álcool e a 

diafanização em xilol. As lâminas foram montadas com Entellan e os cortes 

utilizados para mensuração da área de secção transversa (AST) e da densidade 

da área de tecido conjuntivo (DATC).  

Para a mensuração da área de secção transversa (AST), foram utilizadas 

aproximadamente 12 cortes aleatórios por lâmina, sendo uma lâmina para cada 

animal, onde foram analisadas 250 fibras no total para cada lâmina utilizando 

microscópio óptico com câmera acoplada com objetiva de 20 x e conectada a um 

computador com software Image Pro-Plus® 6.0 (Media Cybermetics).  

As áreas de inflamação/regeneração foram caracterizadas por apresentar 

intenso infiltrado inflamatório e fibras em estágio inicial de regeneração, sendo 

utilizado microscópico óptico com câmera acoplada, com objetiva de 4 x para 

realização das fotos de todo o corte transversal. Posteriormente as imagens foram 

montadas no Power Point® e analisadas no programa Image J®, calculando a 

área total do músculo (corte transversal) e as áreas com infiltrado inflamatório e 

com fibras em processo inicial de regeneração.  

A mensuração da DACT foi realizada por meio de software Image Pro 

Express com imagens adquiridas por meio de vídeo de câmera (Nikon Express 

Series), acoplada ao microscópio de luz (Nikon Eclipse E 400), com objetiva de 20 

vezes, onde foram analisadas seis imagens por animal, e sobre as imagens foi 

sobreposta uma grade contendo 140 intersecções de retas, onde foram 
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contabilizadas quais estavam sobre o tecido conjuntivo, e posteriormente o 

resultado foi transformado em porcentagem.  

 

4.2.10 Immunoblot 

 

Os músculos foram homogeneizados em Triton X-100 1%, tris-HCL 100 

mM (pH 7,4), pirofosfato de sódio 100 mM, fluoreto de sódio 100 mM, EDTA 10 

mM, ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1 mg/ml de aprotinina, com 

volume variando 600 a 1000 uL, a 4o C usando homogeneizador tipo Polytron 

PTA20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA) operado 

em velocidade máxima por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 

11.000 rpm a 4o C por 20 minutos e o sobrenadante utilizado para análise do 

extrato total. A determinação de proteína foi realizada pelo método colorimétrico 

de Bradford e a leitura por leitor de microplaca Epoch (Biotek). As amostras dos 

extratos proteicos foram tratadas com tampão Laemlli (azul de bromofenol 0,1% e 

fosfato de sódio 1 M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 

100 mM e aquecidas banho seco por 5 minutos. Em seguida, 60 μg se proteína 

foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida, com porcentagem de 12% em 

aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean), Bio-Rad Laboratories, 

Richmond, CA, EUA).  

A eletrotransferência do gel para membrana de nitrocelulose foi realizada 

em 90 minutos a 120 V (constante) em aparelho de transferência da Bio-Rad. As 

membranas foram lavadas com solução basal (trisma base 10 mM, cloreto de 

sódio 150 mM e tween) e incubadas com 10μg de anticorpo primário para 

miogenina (mouse monoclonal, Sigma, M5815), mTOR (rabbit policlonal, Cell 

Signaling, 2972-S), miostatina (rabbit policlonal, GDF8/MSTN, Bioss Antibodies, 
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bs-1288R), TGF-β1 (mouse monoclonal, Sigma-Aldrich, T7039) e GADPH (mouse 

monoclonal, Santa Cruz, SC-59540), diluído em 10 mL de solução basal contendo 

3% de leite desnatado a 4º C durante a noite. No dia seguinte as membranas 

foram lavadas por 30 minutos com solução basal e incubadas em 10 mL de 

solução basal contendo 3% de leite desnatado e 2,5 μg de anticorpo secundário 

(Goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz : sc-2004 ou Goat anti-mouse IgG-HRP, 

Santa Cruz: sc-2005) por 2 horas em temperatura ambiente.Posteriormente as 

membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com solução basal. Para 

determinar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas à solução 

de quimioluminescência (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce por 

5 minutos e, em seguida o sinal fluorescente capturado no equipamento G-box 

(GeneSys). Os valores foram expressos em unidades arbitrárias, que é o 

resultado da divisão do conteúdo da proteína estuda pelo conteúdo de GAPDH 

(proteína de controle interno). 

 

4.2.11 Análise estatística 

 

A análise dos dados foi feita utilizando-se o software Bioestat versão 5.0. A 

normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e comparação entre os 

grupos avaliados foi realizada por meio do teste de análise de variância (ANOVA) 

one way e pós teste Tukey. Para todos os testes foi considerado valor significativo 

de p≤0,05.  
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4.3 Resultados 

 

4.3.1 Massa corporal 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos, 

considerando o cálculo da área sob a curva (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Massa corporal dos animais expressos em gramas ao longo de experimento. 

Resultados expressos como média ± desvio padrão da média de 6 animais por grupo. 

Semanas CL (g) HL (g) L3 (g) L3C (g) L5 (g) L5C (g) 

1 270,2±22 278,0±15 246,3±28 265,0±44 270,9±20 250,9±21 

2 303,1±23 308,5±14 267,5±28 287,6±44 292,2±18 269,6±24 

3 311,2±19 323,2±13 280,2±28 299,1±46 301,7±17 286,2±29 

4 335,9±16 340,5±13 296,2±27 297,5±68 321,5±17 303,3±32 

Área sob 

a curva 

917,4±58 941,1±41 819,0±83 868,1±139 892,6±52 832,9±78 

CL: controle lesão; H: HMB lesão; L3: animais submetidos à criolesão e suplementação com HMB 

e treinamento físico três vezes na semana; L3C: animais submetidos à criolesão e suplementados 

com HMB e treinamento físico com carga três vezes na semana; L5: animais submetidos à 

criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico cinco vezes na semana; L5C: animais 

submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico com carga cinco vezes na 

semana. ANOVA one way (p>0,05).  
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4.3.2 Massa muscular absoluta e relativa do tibial anterior  

 

Não foram encontradas diferenças significativas na massa muscular entre 

os grupos, tanto em termos absolutos como relativos (Figura 2 e 3). 

 

 

 

 

Figura 2. Massa absoluta e relativa do músculo TA expresso em miligramas (mg) e em mg/g 

respectivamente. Resultados expressos como média ± desvio padrão da média de 6 animais por 

grupo. CL: controle lesão; H: HMB lesão; L3: animais submetidos à criolesão e suplementação 

com HMB e treinamento físico três vezes na semana; L3C: animais submetidos à criolesão e 

suplementados com HMB e treinamento físico com carga três vezes na semana; L5: animais 

submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico cinco vezes na semana; 

L5C: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico com carga 

cinco vezes na semana. ANOVA one way (p>0,05). 
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4.3.3 Área secção transversa (AST) das fibras musculares em 

regeneração 

 

A AST apresentou aumento significativo nos grupos HL (79,9%), L3 

(87,2%), L3C (49,1%), L5 (49,5%), L5C (61,1%) quando comparados ao grupo CL 

(p<0,01). Os grupos L3C (20,3%) e L5 (20 %) apresentaram redução da AST em 

comparação ao L3 (p<0,05), como observado na figura 4. 

 

 

  

Figura 4. Área de secção transversa (AST) das fibras em regeneração do músculo tibial anterior 

(TA) em µm
2
. Resultados expressos como média ± desvio padrão da média de 6 animais por 

grupo. CL: controle lesão; H: HMB lesão; L3: animais submetidos à criolesão e suplementação 

com HMB e treinamento físico três vezes na semana; L3C: animais submetidos à criolesão e 

suplementados com HMB e treinamento físico com carga três vezes na semana; L5: animais 

submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico cinco vezes na semana; 

L5C: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico com carga 

cinco vezes na semana. Símbolos diferentes indicam valores significativamente diferentes 

segundo ANOVA one way, p<0,05. * Difere do grupo CL; # difere do grupo L3.  
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4.3.4 Cortes histológicos do TA lesionado 

 

A figura 5 apresenta os cortes histológicos do músculo tibial anterior 

lesado. Nos grupos L5C e CL observa-se grande infiltrado inflamatório e tecido 

conjuntivo. Os cortes demonstram imagens com núcleos centralizados em 

processo de regeneração. É possível notar uma maior AST das fibras em 

regeneração no grupo L3 em comparação aos grupos CL e L3C e L5.   

 

 

Figura 5. Cortes transversais histológicos corados com HE do músculo tibial anterior lesado. Notar 

o infiltrado inflamatório e aumento do tecido conjuntivo no L5C e CL. Aumento da AST nas fibras 

com núcleo centralizado no L3. * infiltrado inflamatório e tecido conjuntivo. Barra 50 µm. 
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4.3.5 Densidade de Área do Tecido Conjuntivo (DATC) 

 

O grupo L3 demonstrou redução da DATC (48,1%) em comparação ao 

grupo CL (p<0,05). L3 e L3C demonstraram menor DATC (58,5% e p<0,01 e 

39,5% respectivamente (p<0,05) em comparação a L5C (Figura 6).  

 

 

 
 
Figura 6. Densidade da área de tecido conjuntivo do músculo TA em porcentagem (%). 

Resultados expressos como média ± desvio padrão da média de 6 animais por grupo. CL: controle 

lesão; H: HMB lesão; L3: animais submetidos à criolesão e suplementação com HMB e 

treinamento físico três vezes na semana; L3C: animais submetidos à criolesão e suplementados 

com HMB e treinamento físico com carga três vezes na semana; L5: animais submetidos à 

criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico cinco vezes na semana; L5C: animais 

submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico com carga cinco vezes na 

semana. Símbolos diferentes indicam valores significativamente diferentes segundo ANOVA one 

way, p<0,05. * difere do grupo CL; # diferem do grupo L5C. 
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4.3.6 Conteúdo de miogenina 

 

Todos os grupos suplementados mostram redução significativa no 

conteúdo de miogenina quando comparado ao grupo CL (p˂0,05), como 

observado na figura 7. 

 

 

 

 
 
Figura 7. Conteúdo de miogenina, em unidades arbitrárias. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão da média de 6 animais por grupo. CL: controle lesão; H: HMB lesão; L3: animais 

submetidos à criolesão e suplementação com HMB e treinamento físico três vezes na semana; 

L3C: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico com carga 

três vezes na semana; L5: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e 

treinamento físico cinco vezes na semana; L5C: animais submetidos à criolesão e suplementados 

com HMB e treinamento físico com carga cinco vezes na semana. ANOVA one way, p<0,05.  

* Difere do grupo CL. 
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4.3.7 Conteúdo de miostatina 

 

Em relação ao conteúdo da miostatina, observou-se redução significativa 

no grupo L5 quando comparado ao L3 (p˂0,05), como observado na figura 8. 

 

 

 

 

 
 
Figura 8. Conteúdo de miostatina, em unidades arbitrárias. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão da média de 6 animais por grupo. CL: controle lesão; H: HMB lesão; L3: animais 

submetidos à criolesão e suplementação com HMB e treinamento físico três vezes na semana; 

L3C: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico com carga 

três vezes na semana; L5: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e 

treinamento físico cinco vezes na semana; L5C: animais submetidos à criolesão e suplementados 

com HMB e treinamento físico com carga cinco vezes na semana. ANOVA one way, p<0,05.  

§ Difere do grupo L3. 
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4.3.8 Conteúdo de mTOR 

 

Na análise da mTOR foi observado aumento significativo do grupo L5 em 

comparação aos grupos CL e L3 (p˂0,05), como observado na figura 9.  

 

 

 

 
 

 
Figura 9. Conteúdo de mTOR, em unidades arbitrárias. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão da média de 6 animais por grupo. CL: controle lesão; H: HMB lesão; L3: animais 

submetidos à criolesão e suplementação com HMB e treinamento físico três vezes na semana; 

L3C: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico com carga 

três vezes na semana; L5: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e 

treinamento físico cinco vezes na semana; L5C: animais submetidos à criolesão e suplementados 

com HMB e treinamento físico com carga cinco vezes na semana. Símbolos diferentes indicam 

valores significativamente diferentes segundo ANOVA one way, p<0,05. * difere do grupo CL.  

§ difere do grupo L3. 
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4.3.9 Conteúdo de TGF-β1 

 

Em relação do conteúdo do TGF-B1 foi observado redução significativa dos 

grupos HL e L3 em comparação ao grupo CL (p˂0,05), como observado na figura 

10. 

 

 

 

 

 
 

Figura 10. Conteúdo de TGF-β1, em unidades arbitrárias. Resultados expressos como média ± 

desvio padrão da média de 6 animais por grupo. CL: controle lesão; H: HMB lesão; L3: animais 

submetidos à criolesão e suplementação com HMB e treinamento físico três vezes na semana; 

L3C: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e treinamento físico com carga 

três vezes na semana; L5: animais submetidos à criolesão e suplementados com HMB e 

treinamento físico cinco vezes na semana; L5C: animais submetidos à criolesão e suplementados 

com HMB e treinamento físico com carga cinco vezes na semana. ANOVA one way, p<0,05. 

* difere do grupo CL. 
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4.4 Discussão 

 

Este estudo foi o primeiro a investigar os efeitos da suplementação com 

HMB associado ao treinamento físico aeróbio na regeneração muscular de ratos 

jovens e saudáveis após criolesão. Optou-se por avaliar os efeitos das 

intervenções 16 dias após a lesão, pois acreditamos que nesta fase o músculo 

ainda estaria em processo de regeneração. A regeneração muscular completa do 

TA tem sido reportada 21 dias após a lesão (LEE et al., 2013; JOHNSTON et al., 

2011).  

Alguns estudos sugerem que a hipertrofia muscular é um indicador celular 

de regeneração muscular (JOANISSE et al., 2016; ZANOU; GAILLY, 2013; 

PEREIRA et al., 2015; PERTILLE et al., 2016). No presente estudo foi avaliada a 

AST em processo de regeneração. Fibras musculares em processo de 

regeneração são caracterizadas por apresentar núcleos na região central da fibra 

muscular (FOLKER, BAYLIES, 2013).  

No presente estudo todas as intervenções induziram hipertrofia muscular, 

sugerindo aumento da síntese proteica. O mTOR é um governador central na 

regulação da síntese de proteínas (GOODMAN, 2014). No entanto, não foi 

encontrado aumento de mTOR no grupo suplementado, mesmo com a maior AST 

deste grupo quando comparado ao controle. Diversos estudos demonstraram 

aumento de mTOR com a suplementação de HMB (WILKINSON et al., 2013; 

PMENTEL et al., 2011; ELEY et al., 2007). A adaptação muscular causada pela 

suplementação pode ter estabilizado os níveis de mTOR. Outros componentes da 

via como a fosforilação de p70S6K1 e 4EB-P1 parecem ser mais sensíveis à 

suplementação (PIMENTEL et al., 2011; ELEY et al., 2007).  
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Com a finalidade do músculo aumentar seu tamanho, células tronco 

musculares (células satélites) são recrutadas e ativadas para se proliferarem e 

diferenciarem, reparando a miofibra ou formando outra após lesão (BAZGIR et al., 

2017; SNIJDERS et al., 2015). Alguns estudos destacam a importância e a 

necessidade das células satélites para o processo de hipertrofia do músculo 

esquelético (BLAAUW; REGGIANI, 2014; EGNER et al., 2016; KIRBY et al., 2016; 

FRY et al., 2014).  

Apesar de o papel das células satélites no remodelamento muscular ser 

contraditório, tais células são essenciais para a regeneração muscular, uma vez 

que células satélites depletadas de roedores são capazes de hipertrofiar na 

mesma extensão que os animais do tipo-selvagem. No entanto neste modelo, a 

habilidade do músculo esquelético em regenerar após lesão se apresenta 

comprometida (MCCARTHY et al., 2011; SAMBAVISAN et al., 2011). Apesar de 

não terem sido avaliadas a proliferação e diferenciação de células satélites com 

métodos de marcação e de imagem no nosso estudo, já foi demonstrado que o 

HMB é capaz de ativar e induzir proliferação de células satélites musculares 

(ALWAY et al., 2013; SZCZESNIAK et al., 2016). 

A miogenina regula o desenvolvimento do músculo esquelético durante os 

estágios embrionário e fetal (MOLKETIN, OLSON, 1996). Camundongos para 

knock-out da miogenina exibe letalidade perinatal causada por perturbação 

severa de diferenciação de mioblasto e falha na formação de miofibras normais 

(HASTY et al., 1993). Ao contrário do papel na vida pré-natal, a função da 

miogenina durante a vida adulta é menos compreendida. Tem sido demonstrado 

que a miogenina possui associação com diferenciação e fusão terminal de células 

precursoras miogênicas para fibras novas ou existentes (KARALAKI et al., 2009). 
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Já, Meadows et al. (2008) demonstraram que imediatamente após nascimento, a 

ausência de miogenina não teve impacto substancial na morfologia ou no 

crescimento do músculo esquelético, ilustrando desta forma que a miogenina 

possui diferentes funções durante vida embrionária versus adulta.  

Após desnervação, a miogenina induz atrofia muscular por meio da 

ativação da expressão de atrogenes (MuRF1 e Atrogina-1), responsáveis pela 

proteólise muscular. Camundongos com deleção de miogenina possuem 

resistência na ativação das E3 ubiquitinas ligases (MuRF1 e Atrogin-1) após 

desnervação e são resistentes à atrofia neurogênica. O grupo CL exibiu maior 

conteúdo de miogenina provavelmente pela hipotrofia muscular em comparação 

às outras intervenções. Todas as intervenções com a suplementação de HMB e 

treinamento físico induziram maior AST em comparação ao grupo controle. 

Durante o curso de regeneração muscular o exercício físico per se é capaz 

de estimular aumento da AST de fibras musculares intactas/em regeneração e a 

extensão da regeneração (RICHARD-BULTEAU et al., 2008; JOANISSE et al., 

2016). Richard-Bulteau et al. (2008) submeteram ratos a injeção de notexina e os 

ratos foram divididos em dois grupos: sedentários ou exercitados. O grupo 

exercitado realizou corrida na esteira e atividades voluntárias (roda de atividade). 

Os músculos em processo de regeneração e intactos foram removidos 5, 7, 14, 

21, 28 e 42 dias após a lesão. Em 21 dias, o exercício físico foi capaz de 

recuperar a massa muscular e a AST. Além disso, os marcadores de proliferação 

e diferenciação (MyoD e Miogenina) estavam aumentados no grupo exercitado. A 

via Akt-mTOR e a fosforilação de seus efetores 4E-BP1 e p70S6K1 também 

estavam aumentados nos momentos 7-14 dias durante o curso de regeneração. 

Os resultados deste estudo indicam que o aumento da atividade contrátil 
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muscular per se promove a recuperação completa da massa em músculos 

lesionados. No presente estudo, houve aumento da AST em todos os grupos de 

treinamento físico e suplementação, durante o processo regenerativo. O maior 

aumento da AST ocorreu no grupo L3, onde a intensidade e a frequência do 

treinamento físico eram baixos.  

Evidência demonstra que o exercício físico acelera o processo de 

regeneração muscular mesmo independente do aumento da AST e da dimensão 

da fibra muscular (JOANISSE et al., 2016; SMITH et al., 2001). Tais diferenças na 

AST podem ser decorrentes dos diferentes métodos e protocolos experimentais 

utilizados, como o tipo de lesão provocada, o tipo de treinamento físico, o 

momento de análise da regeneração e a linhagem dos animais. No nosso estudo 

os ratos foram suplementados duas semanas previamente à lesão muscular e o 

protocolo manteve-se por mais duas semanas, totalizando 30 dias. Sugere-se que 

os efeitos do HMB são notados a partir de duas semanas após um programa de 

treinamento físico e após período de um mês (WILSON et al., 2012). Esta 

duração pode explicar a efetividade do HMB concomitante ao exercício físico nos 

resultados do nosso estudo. É sabido que a mobilização inicial de exercício pós-

lesão é mais efetiva do que a prorrogação da mobilização terapêutica (GREGORY 

et al., 1995), assim, no presente estudo optou-se por iniciar o treinamento físico 

48 horas após a lesão.  

Tem sido observado aumento no conteúdo de células satélites após 

treinamento de endurance em jovens roedores (KUROSAWA et al., 2009; 

KUROSAWA et al., 2012), sugerindo ser este um dos mecanismos responsáveis 

para a adaptação hipertrófica do músculo esquelético durante a regeneração 

muscular. De fato, algumas evidências recentes demonstraram aumento da 



73 

 

massa muscular mesmo com o treinamento físico aeróbio (XIA et al., 2016). 

Corroborando os dados deste trabalho, Contreras-Munoz et al. (2017) 

demonstraram que o treinamento físico aeróbio (duração e intensidade 

progressiva) em esteira por 14 dias promoveu aumento da AST em um modelo de 

lesão muscular. Previamente à lesão, os ratos também foram pré-condicionados 

na esteira, um desenho experimental semelhante ao do presente estudo.  

Por outro lado, exercícios muito intensos podem promover degradação 

proteica (DOHM et al., 1987), miopatias (UCHIKAWA et al., 2008) e maior 

predisposição de lesões musculares (BECK et al., 2015), e este processo torna-se 

exacerbado em músculos lesionados. No entanto, alguns pesquisadores propõem 

que o HMB é particularmente efetivo em indivíduos destreinados que são 

submetidos ao exercício extenuante e em indivíduos treinados que são expostos 

a períodos intensos de estresse físico (ALBERT et al., 2015; PASIAKOS, 

CARBONE, 2014; ROWLANDS, THOMSON, 2009). Uchikawa et al. (2008) 

investigaram os efeitos da intensidade do treinamento na histopatologia muscular 

de ratos com miopatia por esteróide. O exercício intenso promoveu hipotrofia 

muscular neste modelo animal. Já o papel do volume ou frequência do 

treinamento físico na regeneração muscular é menos estabelecido.  

Estudos demonstraram que o aumento da via mTOR (proteína quinase 

envolvida na síntese proteica) está associada à hipertrofia muscular 

(OGASAWARA et al., 2016; XIA et al., 2016; KAZIOR et al., 2016; BODINE et al., 

2001). Neste estudo não foi possível obter uma relação entre mTOR e hipertrofia 

muscular, uma vez que a AST no grupo L3 estava maior que L5, no entanto o 

mTOR estava maior no L5. Além do trofismo muscular, alguns estudos 
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demonstram que o mTOR está envolvido na regeneração muscular (ZHANG et 

al., 2015; MIYABARA et al., 2010).  

Como a AST nas fibras em regeneração reflete um estado regenerativo, no 

presente estudo não foi possível estabelecer uma relação entre maior 

regeneração (sugere-se que o grupo L3 tenha apresentado maior regeneração) e 

o conteúdo de mTOR. A rapamicina (inibidora parcial do mTOR) tem demonstrado 

previamente reduzir fibrose em múltiplos tecidos incluindo o músculo (HILLEL; 

GELBARD, 2015). Foi observado no grupo L3 menor conteúdo de mTOR, e 

simultaneamente menor fibrose e conteúdo de TGF-β1, indicando uma possível 

interação entre tais fatores. No entanto, mais estudos são necessários para 

avaliar o papel do mTOR na fibrose.  

Conjunto de evidência demonstra que a supressão da miostatina aumenta 

a capacidade regenerativa do músculo esquelético, por meio da ativação de 

células satélites e inibição da fibrose (OHNO et al., 2016; WAGNER et al., 2005; 

MCCROSKERY et al., 2003). Além disso, diversos estudos demonstram que a 

inibição da miostatina promove aumento da massa muscular (LATRES et al., 

2015; RODRIGUEZ et al., 2014). O treinamento com frequência cinco vezes na 

semana induziu aumento de miostatina quando comparado ao treinamento físico 

três vezes na semana, ambos sem carga. Foi observado maior AST no grupo L3 

em comparação ao grupo L5, sugerindo a hipótese de que seria encontrado 

menor conteúdo de miostatina no grupo L3 em comparação a L5, o que não foi 

constatado. No entanto, Matsakas et al. (2010) demonstraram que camundongos 

com “falta” da miostatina apresentaram maior hipotrofia muscular em resposta ao 

exercício de natação. Por outro lado, a deleção da miostatina, aumenta a 

capacidade oxidativa (MATSAKAS et al., 2010). Como o grupo L5 realizou maior 
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volume de treinamento do que o grupo L3, existe a possibilidade de que o grupo 

L5 tenha atingido uma melhor capacidade oxidativa muscular. No entanto, estes 

parâmetros metabólicos não foram mensurados. Desta forma, a miostatina possui 

um papel diferenciado em resposta ao treinamento aeróbio, quando se compara 

estudos com treinamento de força. 

O remodelamento do tecido conjuntivo é um importante passo no processo 

de regeneração muscular (LAUMONIER; MENETREY, 2016). Na fase inicial, a 

resposta fibrogênica é benéfica, estabilizando o tecido e agindo como andaime 

para a regeneração de miofibras. No entanto, um excesso de colágeno pós lesão 

resulta em um aumento na cicatrização tecidual ao longo do tempo, prejudicando 

a função muscular (MANN et al., 2011).  

No presente estudo o HMB não foi capaz de minimizar significativamente o 

acúmulo de fibrose causada pela criolesão. Pereira et al. (2014) demonstraram 

que a leucina, um aminoácido precursor do HMB reduziu marcadores (colágeno, 

TβR-I, SMAD2/3) de fibrose e densidade de área de fibrose em ratos jovens 10 

dias após criolesão. Apesar de não ter havido diferenças significativas, houve 

uma tendência à diminuição de fibrose no grupo suplementado com HMB, 

sugerindo que um maior tempo de intervenção pudesse minimizar os níveis de 

fibrose perante a suplementação.  

Adicionalmente, observou-se redução do conteúdo de TGF-β1 do grupo 

HL. No músculo esquelético, TGF-β1 é reconhecido como um dos mais potentes 

fatores fibrogênicos, regulando o desenvolvimento da fibrose, uma vez que 

controla a síntese de matriz extracelular, remodelamento e degradação 

(DELANEY et al., 2017). Durante o reparo muscular, o TGF-β1 é capaz de ativar a 

expressão de genes que codificam proteínas da matriz extracelular, como 
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fibronectina e colágeno (DELANEY et al., 2017). A inibição de TGF-β1 utilizando 

anticorpos de neutralização contra TGF-β1 e TβRI causa otimização significativa 

na regeneração muscular acompanhada de redução no desenvolvimento da 

fibrose (ZIMOWSKA et al., 2009).  

O exercício físico minimiza o desenvolvimento de tecido conjuntivo dos 

músculos em regeneração (HWANG et al., 2006; RICHARD-BULTEAU et al., 

2008). No presente estudo, o grupo L3 apresentou a menor DATC dentre os 

grupos. Adicionalmente, foi encontrado menor conteúdo TGF-β1 no grupo L3. A 

menor intensidade e frequência do treinamento físico provavelmente reduziu a 

fibrose, uma vez que o L5C apresentou fibrose elevada, semelhante ao CL.  

Diferentemente do que a literatura sugere, que a mobilização deve ser 

realizada três a sete dias após lesão (BAOGE et al., 2012), no presente estudo 

inicou-se a mobilização via exercício físico no meio aquático 48 horas após a 

lesão. Contreras et al. (2017) observaram redução da expressão e deposição de 

colágeno I, indicando menor nível de fibrose em animais exercitados durante 14 

dias previamente à lesão, e 14 dias pós lesão quando comparados aos animais 

controle. O treinamento físico aeróbio consistiu em um protocolo em esteira de 

intensidade e duração progressiva diária. São necessários mais estudos com 

exercício físico e fibrose durante o processo de regeneração muscular.  

 

4.5 Limitações 

 

O nível de expressão proteica depende não somente da transcrição, mas 

também de mecanismos de controle pós-transcricionais e pós-traducionais 

(CZARKOWSKA-PACZEK et al., 2009). Por exemplo, no presente estudo utilizou 

as proteínas totais, a utilização de anticorpos de proteínas fosforiladas poderiam 
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trazer resultados mais completos. No presente estudo o desempenho físico (por 

exemplo, força) dos animais também não foi avaliado, o que poderia trazer 

informações importantes de recuperação da massa muscular durante o período 

de remodelamento muscular. Os animais realizaram o treinamento físico baseado 

na intensidade do limiar anaeróbio proposto pela literatura (5% da massa 

corporal), sendo assim, não realizamos testes para avaliar a intensidade da carga 

individual dos animais de fato. Por fim, foi utilizado um modelo de regeneração 

que necessitaria de analisar as proteínas em diferentes tempos de coletas (curso 

temporal). Adicionalmente, futuros estudos com outras formas de lesão, 

treinamento físico, dosagem e análises moleculares são necessários.  

 

 

4.6 Aplicação prática 

 

É sabido que a ocorrência de lesões na prática esportiva é algo comum. No 

entanto, existem poucas informações de cunho científico visando a reabilitação 

muscular, ainda mais se tratando de novos recursos terapêuticos incluindo 

suplementos nutricionais e exercício físico. A partir deste estudo sugere-se a 

aplicação de um treinamento físico aeróbio leve (baixa intensidade e frequência) 

associado à suplementação com HMB para maximizar a regeneração muscular. 

No mundo real após uma lesão um indivíduo realizaria uma caminhada rápida três 

vezes na semana ou atividade em cicloergômetro sem carga em conjunto com a 

suplementação de HMB.  
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4.7 Conclusão 

 

Os dados deste estudo demonstram que a suplementação com HMB pode 

auxiliar na regeneração muscular. Além disso, destaca-se os benefícios da 

reabilitação muscular com treinamento físico e suplementação durante a 

regeneração muscular, no entanto protocolos intensos e com elevada frequência 

não diminuem a fibrose. O treinamento físico de baixa intensidade e frequência 

associada à suplementação com HMB se mostrou como o protocolo mais efetivo 

para maximizar o processo de regeneração muscular neste modelo de lesão em 

ratos. 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os dados em geral demonstraram que existem diferenças dos efeitos do 

treinamento físico entre as condições normais e de lesão no músculo esquelético. 

Enquanto que na condição normal o treinamento físico de maior intensidade e 

frequência promove hipertrofia, na condição de lesão aumenta a fibrose. Já o 

treinamento físico de baixa intensidade e frequência induz hipertrofia muscular na 

condição de lesão e na condição normal inibe a hipertrofia muscular. 

A adaptação muscular perante a cronicidade do treinamento pode ter 

causado as respostas apresentadas no conteúdo de proteíans, além de que a 

natureza do treinamento físico aeróbio (ao contrário do que é observado nos 

exercícios de força) pode ter contribuído para tais achados.  

 
 
 
 
 
 
 



79 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 11. Esquema geral sintetizado dos resultados do trabalho.  
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