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RESUMO 
   

Introdução: Miostatina (MSTN), é um membro da família TGF-β, é caracterizada 
como um regulador negativo da massa muscular e está presente em pequenas 
quantidades no tecido adiposo. Evidências sugerem sua participação no metabolismo 
energético. Folistatina (FS) é uma proteína que se liga a MSTN e inibe sua ação. 
Objetivo: O objetivo deste estudo foi determinar a influência do exercício na expressão 
da MSTN, seus receptores (ActRIIB e ALK4) e da FS no músculo (gastrocnêmio 
branco) e tecidos adiposos (gordura mesentérica, epididimal, subcutânea e tecido 
adiposo marrom – TAM) em ratos com diabetes induzido por STZ. Material e 
métodos: Animais controle e diabéticos eram randomicamente distribuídos no grupo 
natação (CE e DE) ou grupo sedentário (CS e DS). Os animais realizaram exercício por 
4 semanas. O RNAm da MSTN, ActRIIB, ALK4 e FS foram quantificados por RT-PCR 
e expressão protéica por Western Blotting. Foi utilizado teste ANOVA two-way (post-
hoc de Tukey). Resultados: A concentração glicêmica no sangue do DE foi menor 
quando comparado ao DS. A expressão de MSTN e FS aumentaram no DS comparado 
ao CS no músculo e na gordura subcutânea. A expressão do ActRIIB aumentou no DS 
comparado ao CS no músculo, gordura mesentérica e TAM. A expressão de ALK4 
aumentou no DS comparado com CS somente no TAM. A expressão protéica da MSTN 
aumentou no músculo do DS comparado ao CS. A expressão do pró-peptídeo da MSTN 
aumentou no DS comparado ao CS na gordura mesentérica e TAM. Após o treinamento 
de natação a expressão da MSTN e ActRIIB foram menores no CE comparado ao CS no 
TAM. A expressão da MSTN aumentou na gordura mesentérica e a expressão da FS 
diminuiu no músculo, gordura mesentérica e subcutânea e TAM nos animais DE 
quando comparados ao DS. A expressão de ALK4 foi menor no TAM quando 
comparado DE com DS. A expressão do LAP da MSTN diminuiu no músculo e na 
gordura mesentérica do DE comparado ao DS. Conclusão: Os resultados indicam que 
as expressões da MSTN, de seus receptores e da FS mudaram tanto no músculo quanto 
no tecido adiposo de ratos diabéticos e que essa expressão pode ser modulada pelo 
exercício no Diabetes Mellitus.  
 
 
 
 
 
 

 
Palavras-chave: Diabetes mellitus, miostatina, receptores de miostatina, folistatina, 
exercício 



ABSTRACT 
 

Introduction: Myostatin (MSTN), a member of TGF-β family, is characterized as a 
negative regulator of muscle mass and is present in small quantities in adipose tissue. 
Accumulating evidences suggest its participation in energetic metabolism. Follistatin 
(FS) is a non-related protein which inhibits MSTN action. Objective: The objective of 
this study was to determine the influence of exercise in the expression of MSTN, its 
receptors (ActRIIB and ALK4), and FS in muscle (white gastrocnemius) and fat 
(epidydimal, mesenteric, subcutaneous and brow adipose tissue – BAT) in 
streptozotocin-induced diabetic rats. Material and Methods: Control and diabetic 
animals were randomly assigned to a swimming training group (EC and ED) or a 
sedentary group (SC and SD). Exercising animals swam for 4 weeks. MSTN, ActRIIB, 
ALK4 and FS mRNA was quantified by real time RT-PCR and protein expression by 
Western blotting. Results: Blood glucose was significantly lower in ED than in SD. 
MSTN and FS mRNA expression increased in SD compared to SC in muscle and 
subcutaneous fat. The expression of ActRIIB mRNA increased in SD compared to SC 
in muscle, mesenteric fat and BAT. Expression of ALK4 mRNA increased in SD 
compared to SC only in BAT. The protein expression of MSTN increased in muscle of 
the DS when compared to CS. The expression of N-terminal propeptide from the MSTN 
increased in DS compared to CS in mesenteric fat and TAM. After training, MSTN and 
ActRIIB were lower in EC compared to SC in BAT. MSTN increased in mesenteric fat 
and FS mRNA expression decreased in muscle, mesenteric, subcutaneous fat and BAT 
in ED when compared with SD. ALK4 mRNA expression was lower in BAT when 
compared to ED with SD. The expression of LAP of MSTN decreased in muscle and 
mesenteric fat f DE compared to DS. Conclusion: The results indicate that MSTN, its 
receptors and FS expression changes in both muscle and adipose tissues in diabetic rats 
and that their expression can be modulated by exercise in Diabetes Mellitus. 
 
Key-words: Diabetes mellitus, myostatin, receptors of myostatin, follistatin, exercise 
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Lista de Abreviaturas 

 

μg micrograma 

μL microlitros 

MSTN Miostatina 

ActRIIB Receptor de Activina IIb 

GAPDH gliceraldeído fosfato desidrogenase 

DNA ácido desoxirribonucléico 

RNAm ácido ribonucléico mensageiro 

DM Diabetes Mellitus 

IR Receptor de Insulina 

IRS Substrato de Receptor de Insulina 

PI-3- Kinase Fosfatidilinositol 3 quinase 

Akt quinase serina/treonina 

GLUT Transportador de glicose 

AGL ácidos graxos livres 

TNF-α Fator de Necrose Tumoral - α 

KDa Kilodaltons 
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1. INTRODUÇÃO  

 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença crônica com alta morbi-mortalidade e elevado 

custo social. Segundo a International Diabetes Federation (IDF), a doença atinge hoje mais 

de 300 milhões de pessoas em todo o mundo e custou à economia global US$ 376 bilhões em 

2010 ou 11,6% da despesa mundial com saúde. A IDF (2010) prevê que até 2030 um total de 

438 milhões de pessoas desenvolvam DM, com custos projetados podendo ultrapassar 

US$490 bilhões. 

A Organização Mundial de Saúde (Alberti e Zimmet, 1999) e a American Diabetes 

Association (ADA, 2009) classificam o DM nas principais formas: DM tipo 1 (DM1), DM 

tipo 2 (DM 2), DM gestacional e outros tipos específicos de DM. 

O DM caracteriza-se como um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos apresentando 

em comum a hiperglicemia, que resulta de defeitos na ação da insulina, secreção da insulina 

ou de ambos (SBD, 2009). 

A insulina é o mais potente hormônio anabólico conhecido, sendo produzida pelas células 

β pancreáticas  nas Ilhotas de Langerhans, e tendo a sua secreção estimulada pela glicose, 

arginina, gliceraldeído e leucina.  No músculo, tecido adiposo e fígado, a captação de glicose 

é regulada pela ação da insulina. Ela promove o estoque de substratos (lipogênese, 

glicogênese e síntese protéica) e inibe a lipólise, glicogenólise e quebra de proteína (Saltiel e 

Kahn, 2001) além de estimular o crescimento e diferenciação celulares (Kahn, 2005). 

A ação da insulina se inicia pela sua ligação aos seus receptores (IR), que pertencem à 

família das tirosinas quinases. Os IRs são proteínas tetraméricas constituídas por duas 

subunidades α (que se situam no lado externo da membrana) e duas subunidades β (que 

penetram na membrana e projetam-se no citoplasma celular). Funcionalmente, o receptor de 

insulina se comporta como uma enzima alostérica, em que a subunidade α inibe a  atividade 

intrínseca da tirosina quinase da subunidade β (Saltiel e Kahn, 2001). A ligação da insulina à 

subunidade α leva à ativação da subunidade β causando mudança conformacional e aumento 

da atividade do domínio quinase. Logo após, ocorre a fosforilação de proteínas que são 

substrato do receptor de insulina (IRS). Já foram encontrados nove tipos de IRS, sendo IRS-3 

a mais abundante no tecido adiposo e IRS-4 no músculo esquelético, fibroblastos, fígado, 

coração, hipotálamo e rim. Após a fosforilação das IRS, ocorre a ativação da fosfatidilinositol 

3 quinase (PI-3-Kinase) que posteriormente ativa a quinase serina/treonina (Akt). A Akt 

desempenha um importante papel na ativação das vias metabólicas da insulina para a 
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translocação do transportador de glicose (GLUT) para a membrana celular (Furukawa et al., 

1995; Katsanos, 2004; Kahn, 2005). 

O metabolismo energético tem como principais cenários, o músculo, o tecido adiposo e o 

fígado. Esses cenários se revezam e se comunicam entre si através de diversos mensageiros 

hormonais ou não para manutenção da homeostase.  

O músculo esquelético representa um dos tecidos mais importantes na manutenção da 

homeostase de glicose, pois responde por 80% da captação da glicose estimulada pela insulina 

(Baron et al., 1988). Em ambos os tipos de DM (DM 1 e 2) ocorre à perda de massa muscular 

esquelética, devido à quebra acentuada de proteínas miofibrilares por meio do aumento da 

atividade da via ubiquitina-proteassoma, bem como a depressão de síntese protéica (Anthony 

et al., 2002; Wang et al., 2006; Russell et al., 2009; Wieteska-Skrzeczynska et al., 2009).  

Já o tecido adiposo que se acreditava ser um depósito de armazenamento de energia 

relativamente inerte (Gil-Campos, Canete e Gil, 2004), revelou-se um órgão endócrino 

altamente dinâmico que modula o metabolismo energético pela liberação de ácidos graxos 

livres (AGL), glicerol, citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas e hormônios, incluindo a 

leptina e a adiponectina. 

Os diferentes tecidos adiposos possuem comportamentos metabólicos distintos. Os 

depósitos de gordura visceral contribuem para o aumento AGL e citocinas pró-inflamatórias. 

A gordura visceral é mais sensível às ações lipolíticas das catecolaminas e menos sensível à 

ação antilipolítica da insulina. O aumento da lipólise na gordura visceral aumenta as 

concentrações de AGL que seguem pela veia porta para o fígado, causando resistência à 

insulina e levando ao aumento da produção hepática de glicose (Despres e Lemieux, 2006).  

O tecido adiposo marrom (TAM) tem função distinta do tecido adiposo branco, sendo 

responsável pela termogênese. O TAM é rico em mitocôndrias, sendo a termogênese mediada 

pela expressão da proteína desacopladora 1 (UCP1) na membrana mitocondrial interna, que 

dissipa o gradiente de prótons, que é produzido pela cadeia transportadora de elétrons. A 

UCP1 é exclusiva do TAM. O produto final da metabolização de ácidos graxos é a produção 

de calor. O TAM pode causar modificações na massa corporal, porque participa do controle 

de gasto energético e afeta o metabolismo, aumentando a sensibilidade à insulina (Yoshioka, 

Yoshida e Kondo, 1992; Cinti, 2006). Entretanto, durante ativação induzida pelo frio, apenas 

10% do metabolismo de TAM é derivado da captação de glicose (Virtanen et al., 2009).  

Estudos mais recentes mostram que o TAM também está presente no humano adulto, 

assim como em roedores e crianças, e é ativado pelo frio. Além disso, a quantidade de TAM é 

inversamente proporcional ao índice de massa corporal (IMC), ou seja, é menor em 
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indivíduos com sobrepeso e obesidade, especialmente em idosos, sugerindo possível papel 

desse tecido contra a obesidade e diabetes (Cypess et al., 2009; Van Marken Lichtenbelt et 

al., 2009; Cypess e Kahn, 2010). 

O transporte de glicose no músculo esquelético pode ser ativado por, pelo menos, duas 

vias diferentes. Uma por ação da insulina e outra ativada pela hipóxia e/ou 

contração/exercício. A captação de glicose independente de insulina envolve a proteína 

quinase ativada por adenosina monofosfato cíclico (AMP-K), que funciona como um 

metabólito na fosforilação de proteínas importantes em diversas vias metabólicas incluindo 

transporte de glicose, metabolismo de lipídeo hepático, lipólise do adipócito, oxidação de 

ácidos graxos e glicose no músculo (Krook, Wallberg-Henriksson e Zierath, 2004; Dulloo, 

2005; Kramer e Goodyear, 2007). 

O exercício físico é recomendado na prevenção do DM tipo 2 bem como no plano 

terapêutico do DM tipo 1 e tipo 2 (Lehti et al., 2006). Sabe-se que o exercício de endurance 

ou aeróbio é essencial para o tratamento do DM, pois ajuda a regular a glicose sanguínea e 

diminui o risco a longo prazo de complicações cardiovasculares (SBD, 2009). Após o 

exercício, ocorre aumento da expressão e/ou atividade de proteínas das vias de sinalização de 

insulina, envolvidas no metabolismo de glicose. O aumento da captação de glicose pós-

exercício está relacionado ao aumento da expressão de IRS e PI-3-Kinase, aumentando a 

sinalização da insulina (Hawley e Houmard, 2004).  

Ambos os exercícios aeróbios, em curto prazo e crônico, também aumentam a síntese 

de glicogênio e glicólise, atividade da hexoquinase e atividade do glicogênio sintetase (Kim et 

al., 2000; Reynolds et al., 2000; Kretschmer et al., 2005). Em ratos diabéticos, o exercício 

também exerce efeito protetor, aumentando a sensibilidade à insulina e promovendo a 

manutenção das células β (Kiraly et al., 2007; Leme et al., 2007). Adicionalmente, foi 

demonstrada que a diminuição do conteúdo de glicogênio no fígado de ratos diabéticos pode 

ser aumentada pelo exercício aeróbio por adaptações crônicas no fígado permitindo que ratos 

diabéticos restaurem seus estoques hepáticos de glicogênio (Leme et al., 2007). 

A miostatina (MSTN) ou GDF-8 (Fator de Diferenciação e Crescimento 8) pertence à 

superfamília do TGF-β (Fatores β de transformação e crescimento). A família  dos TGF-β é 

composta por mais de 35 membros peptídicos, que incluem as activinas, proteínas ósseas 

morfogenéticas (BMPs), fatores de crescimento e diferenciação (GDFs) e fatores de 

transformação do crescimento (TGFs). Esses fatores exercem ação regulatória sobre processos 

celulares fundamentais como crescimento e diferenciação, motilidade, adesão, reparo e morte, 
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e desempenham, portanto papel importante sobre o desenvolvimento e a homeostase tecidual 

(Massague, 1998).  

A MSTN é uma proteína sintetizada em uma forma precursora composta por 375 

aminoácidos, essencialmente no músculo esquelético. Após sofrer dois processamentos 

proteolíticos gera um N-terminal chamado de Peptídeo Associado à Latência (LAP), com 

peso molecular de 40 KDa e uma fração C-terminal que é denominada de MSTN madura com 

26 KDa, sua parte biologicamente ativa (Mcmahon et al., 2003; Mcfarlane et al., 2005). 

O desenvolvimento de camundongos transgênicos deficientes na expressão de MSTN 

revelou que essa proteína funciona como regulador negativo do crescimento do músculo 

esquelético. Esses animais transgênicos apresentam aumento da massa muscular esquelética, 

resultante da combinação de hipertrofia e hiperplasia celulares (Mcpherron, Lawler e Lee, 

1997). Enquanto no tecido adiposo, a MSTN promove a diminuição adipogênese e o acúmulo 

de gordura (Lin et al., 2002; Mcpherron e Lee, 2002). Essas ações, no músculo e no tecido 

adiposo, têm motivado a busca de mecanismos de supressão da ação da MSTN visando 

aumento de massa muscular e diminuição de tecido adiposo.  

A MSTN assemelha-se estruturalmente às activinas e a sua cascata de sinalização é 

semelhante a das activinas e TGF-β (Mcpherron e Lee, 1997). Ela se liga aos receptores tipo 

II, principalmente IIB, e tipo I, principalmente ALK 4 e ativa as Smads 2 e 3, que são 

sinalizadores intracelulares (Lee et al., 2005). Suas ações biológicas são neutralizadas pela 

folistatina (FS), pela FLRG (follistatin-related gene family) e por seu próprio pró-peptídeo 

(Hill et al., 2002).  

O papel desempenhado pela MSTN na regulação do aumento da massa muscular tem 

sido ativamente estudado, as implicações metabólicas de suas ações no músculo não estão 

definidas. Do mesmo modo, embora a MSTN seja expressa no tecido adiposo em menor 

quantidade do que no músculo, os resultados produzidos até agora sugerem ações fisiológicas 

e metabólicas também neste tecido (Lin et al., 2002; Mcpherron e Lee, 2002; Feldman et al., 

2006), despertando grande interesse terapêutico e comercial (Tsuchida, 2004; Matsakas e 

Diel, 2005). 

Embora, não tenha sido demonstrada alteração da expressão da MSTN no músculo de 

modelos animais de deprivação de insulina (Barazzoni et al., 2004), a mutação do gene da 

miostatina em camundongos que são modelos genéticos de obesidade e diabetes, agouti Ay e 

Lep ob/ob, levou à supressão parcial do acúmulo de gordura e da hiperglicemia, que são 

características desses animais (Mcpherron e Lee, 2002). Em outra estratégia de também 

suprimir a ação da MSTN foram gerados camundongos com expressão elevada do pró-
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peptídeo da MSTN, que é capaz de inibí-la (Zhao, Wall e Yang, 2005). Esses animais 

apresentaram além do aumento da massa muscular, manutenção da sensibilidade à insulina e 

normoglicemia, mesmo quando submetidos à dieta rica em gorduras, o que em animais 

normais levou à resistência insulínica. Por outro lado, o aumento da produção endógena de 

miostatina em camundongos adultos levou ao desenvolvimento de caquexia (Zimmers et al., 

2002). No homem, a concentração sérica e muscular de MSTN em pacientes com perda 

muscular na síndrome de imunodeficiência adquirida se eleva (Gonzalez-Cadavid et al., 1998) 

e a expressão de MSTN no músculo de indivíduos obesos diminui após redução de peso (Park 

et al., 2006).  

Chen e colaboradores (2010) sugerem que a MSTN pode potencialmente atuar como 

uma miocina, derivada do músculo, regulando diretamente o metabolismo energético por 

promover glicólise e captação de glicose, bem como diminuição no conteúdo de glicogênio 

em miotubos de células C2C12. 

Em conjunto, os resultados sugerem a existência de função regulatória da MSTN sobre 

o metabolismo energético, no músculo e no tecido adiposo, e um possível papel benéfico da 

supressão da MSTN em doenças metabólicas, demonstrado tanto no homem como em 

animais experimentais (Gonzalez-Cadavid e Bhasin, 2004; Milan et al., 2004; Park et al., 

2006; Lehti et al., 2007). 

Os relatos sobre as ações da MSTN no tecido adiposo são ainda muito contraditórios. 

Estudos in vitro mostram que em adipócitos maduros, a MSTN causa adipogênese, porém em 

pré – adipócitos ela inibe a adipogênese. Já em estudos in vivo, a inibição da MSTN no 

músculo causa diminuição do tecido adiposo, porém sua superexpressão no tecido adiposo 

resulta em pequenos adipócitos imaturos, com maior gasto energético e resistência à 

obesidade dietética e genética (Artaza et al., 2005; Feldman et al., 2006; Guo et al., 2009). 

O receptor de MSTN tipo IIB, ActRIIB, é expresso no tecido adiposo, onde a MSTN 

mostrou ser capaz de atuar na via de sinalização que envolve a fosforilação das Smads. 

Mesmo considerando-se a baixa expressão de MSTN no tecido adiposo quando comparada ao 

músculo, como a MSTN está presente na circulação, a sua ação poder-se-ia dar por via 

endócrina. Entretanto, injeções sistêmicas de MSTN não causaram efeitos diretos no tecido 

adiposo, apesar de ter ocorrido diminuição da massa muscular (Milan et al., 2004; Stolz et al., 

2008). 

A expressão da MSTN, em resposta ao exercício, tem sido estudada no homem e em 

modelos animais. Estes estudos têm demonstrado diminuição da expressão desta proteína e de 

seu receptor em resposta a exercícios de resistência de longa e curta duração (Matsakas e 
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Diel, 2005; Matsakas et al., 2005; Heinemeier et al., 2007; Hulmi et al., 2007), o que pode 

indicar a importância da MSTN na hipertrofia muscular induzida pelo exercício. Em recente 

publicação, Lehti e colaboradores (2007), mostraram diminuição da expressão da MSTN no 

músculo de camundongos diabéticos e sua atenuação com exercício. 

Modelos animais têm um longo caminho na história da pesquisa do DM. O uso da 

estreptozotocina (STZ) como indutora do DM é ampla. A STZ trata-se de um agente anti-

bacteriano que também apresenta atividade anti-tumoral em sistemas in vitro e in vivo (Herr, 

Jahnke e Argoudelis, 1967) e diabetogênica (Rakieten, Rakieten e Nadkarni, 1963). A droga 

se acumula seletivamente nas células beta pancreáticas levando a uma toxicidade e morte 

dessas células (Lenzen, 2008). STZ age nas células β pancreáticas via transportador de glicose 

– GLUT 2. Estudos mostraram que a STZ restringe a expressão do GLUT 2 in vivo e in vitro 

quando administrada em múltiplas doses (Wang e Gleichmann, 1995). Porém há muita 

controvérsia sobre a quantidade aplicada versus tipo do DM desenvolvido (Barazzoni et al., 

2004; Lehti et al., 2007; Zhao et al., 2010). Em recente publicação, Lehti e colaboradores 

(2007), mostraram diminuição da expressão da MSTN no músculo de camundongos 

diabéticos e sua atenuação com exercício. 
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2. OBJETIVO 

 

Investigar a participação da MSTN, de seus receptores (ActRIIB e ALK 4) e da FS no 

DM, no repouso e no exercício físico, pela quantificação de sua expressão no músculo 

esquelético e tecidos adiposos.   
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais e Condições Experimentais 

 

 Ratos Wistar, adultos, pesando 156,75 ± 3,68g (média ± erro padrão da média) foram 

obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar) e utilizados 

para a realização dos experimentos. Durante o período experimental, os animais foram 

mantidos em gaiolas individuais, no biotério do Laboratório de Fisiologia do Exercício, do 

Departamento de Ciências Fisiológicas (DCF), sob condições constantes de temperatura 

(22ºC), umidade e iluminação (8-18h: claro; 18-8h: escuro) e com oferta de água e dieta 

PRIMOR (São Paulo, Brasil) ad libitum. Todos os animais permaneceram durante uma 

semana em condições de aclimatação com dieta padrão ad libitum. 

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da UFSCar (Protocolo n. 035/2007). 

  

 

3.2 Indução do DM 

  

 Após período de aclimatação, os animais foram divididos em 2 grupos:  

1) Grupo controle (n = 25) - GC: animais receberam injeção de citrato de sódio (veículo). 

2) Grupo diabético (n = 25) - GD: animais receberam injeção de estreptozotocina. 

 A aplicação intraperitoneal de 60mg/kg Estreptozotocina (STZ, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, EUA). 

 Doze animais foram excluídos por não atingirem níveis glicêmicos considerados 

compatíveis com indução de DM (glicemia > 250 mg/dL). 

 

3.3 Controle de Ingestão Alimentar e Massa Corporal 

 

 A ingestão alimentar e a massa corporal foram mensuradas diariamente durante todo o 

período experimental. A massa corporal e a ração foram aferidas com balança eletrônica 

(Bioprecisa, Minas Gerais, Brasil). 
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3.4 Controle Glicêmico 

 

 Durante a semana que foi realizada a indução do DM, a concentração glicêmica foi 

monitorada diariamente e durante as semanas de treinamento, a determinação da 

concentração glicêmica foi realizada três vezes por semana, duas vezes ao dia, 7H. às 8H. 

(pré-treino) e 18H. às 19H. (pós-treino). A confirmação da indução da DM se dava por 

glicemia > 250 mg/dL (Sanchez et al., 2005). A concentração glicêmica foi determinada por 

glicosímetro portátil (Accu-Chek Active®, AM Roche Diagnostics, EUA), em amostras de 

sangue coletadas da cauda dos animais. Os animais recebiam injeções de insulina (Lantus®, 

1U, Sanofi Aventis, Alemanha) em dias alternados e no final do período claro. 

 

3.5 Exercício Físico 

 

No sexto dia, após a indução do DM, os animais dos grupos controles e diabéticos 

foram subdivididos nos seguintes grupos: 

1) Grupo Controle Sedentário (n=8) - CS: os animais permaneciam sedentários; 

2) Grupo Controle Exercício (n=8) - CE: os animais exercitavam-se durante 4 semanas; 

3) Grupo Diabético Sedentário (n=11) - DS: os animais permaneciam sedentários; 

4) Grupo Diabético Exercício (n=11) - DE: os animais exercitavam-se durante 4 semanas. 

 

3.5.1 Programa de Exercício Físico 

 

Os animais do grupo exercício foram submetidos a exercício na modalidade natação, 

em 2 sessões diárias de 45 minutos, às 9H. e 17H., com freqüência de 5 vezes por semana, 

durante 4 semanas (Matsakas et al., 2006). O exercício era realizado em tanques individuais 

(50 cm de altura x 30 cm de diâmetro) com água em temperatura controlada (34ºC) e com 

sobrecarga atada à cauda para garantir que o animal não flutuasse e se mantivesse em 

atividade durante toda a sessão (Matsakas et al., 2006). Essa sobrecarga teve um acréscimo 

de 1% a cada semana até atingir 5% da massa corporal, permanecendo assim até o final da 

quarta semana (Matsakas e Diel, 2005; Matsakas et al., 2006; Leme et al., 2007; Sene-

Fiorese et al., 2008). 

Para adaptação dos animais ao exercício, nos primeiro e segundo dias, a natação foi 

realizada sem adição de carga na cauda, por duração de 1h (2 x 30 min.), e no terceiro dia o 

exercício foi realizado com duração de 90 minutos (2 x 45 min.) sem adição de carga. 
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Durante o período de exercício, os grupos sedentários permaneciam durante 5 minutos 

em tanques, iguais ao do grupo exercício, com água rasa (5 cm) na mesma temperatura, 

simulando o estresse de exposição à água (Matsakas et al., 2005; Matsakas et al., 2006; 

Kiraly et al., 2007). 

 

3.6 Coleta de sangue truncal e de tecidos 

 

No dia seguinte à última sessão de treinamento, os animais foram decapitados. O 

sangue truncal e os tecidos adiposos brancos (epididimal, subcutânea e mesentérico), tecido 

adiposo marrom (TAM) e músculo gastrocnêmio branco foram dissecados, pesados, 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido e armazenados à -80º C para posterior 

análise. 

 

3.7 Quantificação da expressão de MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS 

 

A quantificação da expressão do RNA mensageiro de MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS 

foram realizadas por PCR-RT. Esta análise foi realizada no Laboratório de Bioquímica E 

Biologia Molecular do Departamento de Ciências Fisiológicas da UFSCar. 

 

3.7.1 Extração de RNA total 

 

No dia da extração, 100mg de tecido foi homogenizado (Homogenizador Power Gen 

– Fisher Scientific 1000) em TRIzol® (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Califórnia, EUA) 

(1ml) segundo os seguintes protocolos: 

• Músculo 

Após homogenização, adicionava-se 200 μL de clorofórmio e as amostras foram 

agitadas manualmente durante 15 segundos. A seguir as amostras permaneciam em 

temperatura ambiente (15 – 30º C) por 2,5 minutos. Centrifugavam-se (Eppendorf 5804R) as 

amostras por 15 minutos, a 12000 rpm, a 4º C. Seguindo a centrifugação transferia-se o 

sobrenadante para um microtubo limpo. Eram adicionados 500 μL de isopropanol e a amostra 

era agitada por inversão manual, permanecendo por 10 minutos em temperatura ambiente. A 

seguir, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 12000 rpm (4º C) e ao sobrenadante era 

acrescentado 1 mL de etanol 75%. Após nova centrifugação, por 5 minutos a 7500 rpm (4º 

C), o sedimento restante permanecia à temperatura ambiente durante 5 minutos. Após esse 
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tempo, acrescentava-se 30 μL de á gua tratada com DEPC (dietil pirocarbonato) 0,1%. As 

amostras eram então congeladas e armazenadas a -80º C para posterior análise. 

• Tecido adiposo 

Após homogenização as amostras permaneciam por 5 minutos em temperatura 

ambiente. Adicionava-se 200 μL de clorofórmio às amostras e agitava-se manualmente 

durante 15 segundos. Logo após, as amostras permaneciam em temperatura ambiente por 15 

minutos. As próximas etapas foram semelhantes àquelas descritas em relação ao músculo. 

Porém, após a diluição do sedimento, as amostras eram incubadas à 60º C, em banho seco, 

por 15 minutos. 

 

3.7.2 Quantificação do RNA total 

 

As amostras de RNA total eram diluídas 20 vezes em água tratada com DEPC e eram 

feitas as leituras em espectofotômetro (Eppendorf) para determinação das absorbâncias nos 

comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. Era utilizada a seguinte fórmula para determinar 

a concentração de RNA (μg/μL): concentração μg/μL=  (A260 x 40 x diluição da amostra) x 

1000-1. 

O grau de pureza do RNA foi determinado pela razão A260/A280, considerando-se 

adequados os valores entre 1,8 e 2,0. 

 

3.7.3 Determinação da integridade do RNA 

 

A integridade do RNA foi confirmada pela visualização, em luz ultravioleta, do 

padrão de eletroforese das bandas 28S, 18S e 5S do RNA ribossomal, em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídio (Figura 1). 

 
Figura 1: Exemplo do perfil eletroforético de um gel de agarose com amostras de TAM (1%) corado com 
brometo de etídeo indicando a integridade do RNA totais, por meio da visualização das bandas ribossomais 28S, 
18S e 5S 
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3.7.4 Transcrição Reversa 

 

Inicialmente, as amostras de RNA total eram tratadas com DNAse –

Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Califórnia). 

Ao RNA total (1 μg), adicionava-se solução tampão (1 μL, 10X DNase I Reachion Buffer), 

enzima (1 μL DNase I, Amp Grade) e quantidade suficiente para (QSP) 10 μL com água 

tratada com DEPC. A amostra era incubada por 15 minutos em temperatura ambiente. Logo 

após, adicionava-se ácido etilenodiamino tetra acético (EDTA – 1 μL) e a amostra 

permanecia em banho seco a 65º C por 10 minutos. 

Logo após o tratamento com DNase, adicionava-se 0,5 μL do primer Oligo (dT) 15 

(Promega Corporation, Madison, WI USA) e a amostra permanecia em banho seco a 70º C 

por 5 minutos. 

A seguir, adicionavam-se: 

• 2,5 μL de M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) 5x tampão de reação (Promega 

Corporation, Madison, WI, USA) 

• 0,625 μL dATP 10 mM 

• 0,625 μL dCTP 10 mM 

• 0,625 μL dGTP 10 mM 

• 0,625 μL dTTP 10 mM 

• 0,5 μL M-MLV RT (transcriptase reverse) 

As amostras eram então incubadas por 60 minutos a 37ºC e estocadas a -20º C. 

 

3.7.5 Reação em Cadeia da Polimerase – Tempo Real (PCR-RT) 

 

Eram utilizados os seguintes reagentes para cada amostra de cDNA (40ng/μL), em 

duplicata. 

• 10,5 μL de água DEPC 

• 1,25 μL primer senso 

• 1,25 μL primer antisenso 

• 0,5 μL de cDNA 

• 12,5 μL qPCR - SYBR® Green Rox Plus (LGC Biotechnology) 
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As amostras eram processadas no Termociclador Rotor- Gene, R 3000 (Robertt 

Research) e os ciclos consistiam de 95º C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 

amplificação a 94º C – 15 segundos; Tm 53°C à 64º C – 30 segundos; 72º C – 60 segundos. 

A seqüência de nucleotídeos utilizados e a Tm de cada gene (Debieve et al., 2006; 

Garma et al., 2007) estão apresentados na Tabela 1. 

As temperaturas de anelamento (Tm) dos primers foram previamente padronizadas 

(Tabela 1) e os produtos específicos foram determinados como picos únicos por meio das 

curvas de MELT (Figura 2). 

 

Tabela 1. Seqüência de nucleotídeos dos primers utilizados. 

 

 
Gene  Sequência de Nucleotídeos dos primers Tm 

    

MSTN Senso 5’CAA  ACA  GCC  TGA  ATC  CAA  CTT  AG3’ 60°C 

 Antisenso 5’CCG  TGA  GGG  GGT  AGC GAC  AG3’ 60°C 

    

ActRIIB Senso 5’GAT GCT GGT GCT GAG TAT GTC G3’ 64°C 

 Antisenso 5’GTG GTG CAG GAT GCA TTG CTG A3’ 64°C 

    

   ALK 4 Senso 5’CAC TGA CAC CAT AGA CAT TGC T3’ 54°C 

 Antisenso 5’GGC AGA GGA ACA GCT TAA ATC3’ 54°C 

    

FS Senso 5’GGC GTA CTG CTT GAA GTG AA3’ 53°C 

 Antisenso 5’GGG AAG CTG TAG TCC TGG TC3’ 53°C 

    

GAPDH Senso 5’GAT GCT GGT GCT GAG TAT GTC G3’ 60°C 

 Antisenso 5’GTG GTG CAG GAT GCA TTG CTG A3’ 60°C 
MSTN: miostatina, ActRIIB: receptor de miostatina tipo II, ALK 4: receptor de miostatina tipo I, FS: folistatina, 

GAPDH: gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase. Tm: temperatura de anelamento. 
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Figura 2. Exemplo de Curva de MELT Original Representativa dos ciclos do PCR-RT dos genes Miostatina e 
gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase no músculo gastrocnêmio branco. dF/dT: derivada da fluorescência pela 
derivada da temperatura, deg: temperatura  

 
Os valores de Ct (Threshold cycle) e as curvas de MELT foram fornecidos pelo 

Software Rotor Gene – 6. O Ct é o ponto onde o sinal de fluorescência é notado pela primeira 

vez com o menor número de ciclos durante a fase exponencial da amplificação (Figura 3). 

 

 
Figura 3: Exemplo de Curva de Amplificação Original Representativa dos ciclos do PCR-RT do gene GAPDH 
(gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) no músculo gastrocnêmio branco. Norm. Fluoro.: fluorescência 
normalizada, Cycle: ciclos 
 

O nível de expressão comparativa de cada condição foi calculado pelo método de 

ΔΔCt. Depois de calculado a média do s Ct de cada gene (GAPDH, MSTN, ActRIIB, ALK 4 

e FS) foi realizado: 
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• ΔCt (delta Ct) = Ct MSTN – Ct GAPDH; Ct ActRIIB - Ct GAPDH; Ct ALK 4 – Ct 

GAPDH e Ct FS – Ct GAPDH seguindo: 

• Cálculo da média S: Média do ΔCt, seguindo: 

• ΔΔCT (delta CT): ΔCT - média S 

Os ΔΔCT dos grupos controle sedentário, controle exercício e diabético sedentário  e 

diabético exercício, foram calculados em relação ao grupo controle sedentário. O valor em 

UA (unidades arbitrárias) da expressão da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS foram calculados 

por 2-ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001). 

Com os valores em UA foram utilizados testes estatísticos. 

 

3.8 Análise da expressão protéica da MSTN por Western blotting 

  

Análise da expressão protéica da MSTN no músculo gastrocnêmio, tecido adiposo 

mesentérico e TAM foi realizada por Western blotting de acordo com método previamente 

descrito por Costelli (2008). 

  

3.8.1 Extração e determinação da concentração de proteínas totais 

 

A quantidade de músculo e tecidos adiposos homogenizados foi 50 mg 

(Homogenizador Power Gen – Fisher Scientific 1000). As proteínas foram extraídas usando 

tampão Tris-Triton buffer (10 mM Tris pH 7.5, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,5% Triton 

X-100, 0.2 nM PMSF). Após centrifugação de 20 minutos em 13.000 rpm, a proteína contida 

no sobrenadante foi quantificada pelo método colorimétrico BCA (BCA ™ Protein Assay Kit, 

Thermo Scientific, USA).  

 

3.8.2 Eletroforese e transferência de proteínas totais 

 

O total de 600 μg de proteína foi acrescido de tampão Laemmli 2x (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, EUA), aquecido a 100°C por 5 minutos e colocado no gel para eletroforese. As 

amostras selecionadas para análise em determinado gel deveriam provir de diferentes grupos 

experimentais. 

As proteínas foram separadas em gel de poliacrilamida 12% sob condições 

denaturantes por aproximadamente 2 horas com voltagem entre 50 e 120 volts.  Após essa 

separação as proteínas foram transferidas por meio de sistema de imersão total, para uma 
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membrana de nitrocelulose (BioRad, Hercules, CA, EUA) por aproximadamente 1 hora com 

miliamperagem constante em 350 mA. Após a transferência, a membrana foi bloqueada por 

duas horas a 4° com uma solução de 1,0g de leite em pó desnatado acrescida de 20 ml de uma 

solução TBST (Tris-Buffered Saline Tween 20 - Tris (6,05mM), NaCl (8,76mM) com pH 8,0 

e Tween 20 (0,05%)). O gel foi corado com Coomassie Blue para confirmar a ótima 

transferência. Após o bloqueio, a membrana foi lavada com a solução TBST por três vezes de 

10 minutos e então incubada overnight (de 16 a 18 horas) a 4° em anticorpo específico, como 

o antimiostatina (GDF-8 N-19-R sc-6885-R, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA). 

Concentrações de proteína foram normalizadas por meio da Actina (I-19 – sc 1616, Santa 

Cruz Biotechnology, CA, EUA) O anticorpo primário encontrava-se numa diluição com 

TBST de 1:200. A membrana foi lavada novamente e incubada com anticorpo secundário 

conjugado com peroxidase (sc 2004 - Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), diluído com 

TBST 1:1000. 

 

3.8.3 Detecção e quantificação das bandas 

 

A membrana foi banhada com ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (GE 

Healthcare Chalfont St. Giles, UK) por 5 minutos. No cassete de exposição era colocada a 

membrana e sob ela o filme radiográfico, a exposição era feita por 10 minutos. 

Após a revelação, a aquisição da imagem foi realizada pelo software LabScan 5.0 (GE 

Healthcare Chalfont St. Giles, UK) e a intensidade das bandas quantificadas (em unidades 

arbitrárias) com auxilio do software GeneTools v3. 06 software (Syngene, Cambridge, UK). 

 

3.9 Análise Estatística 

 

 Para análise dos dados foi utilizado o programa Statistica® 7. Inicialmente foi testada 

a distribuição normal dos dados (Kolmogorov-Smirnov e Levene). A análise estatística foi 

feita por análise de variância ANOVA two-way (DM e exercício) com post-hoc de Tukey.  

Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). O nível de 

significância adotado considera P < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Ingestão Alimentar e Massa Corporal  

 

A ingestão alimentar foi significativamente maior nos animais diabéticos (DS) a partir 

da segunda semana de treinamento, comparado com CS (Figura 4). 
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Figura 4: Os valores estão representados como média ± EPM (erro padrão da média). n= 8-11 ratos/grupo. CS = 
controle sedentário; CE = controle exercício; DS = diabético sedentário; DE=Grupo diabético exercício. P < 
0.05, * CS vs DS. 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



23 
 

 

A massa corporal do DS foi significativamente menor a partir da semana 3 (semana 

que se refere à primeira semana de treino) comparado com CS (Figura 5). 

 

 

 
Figura 5: Massa Corporal (g). Os valores estão representados como média ± erro padrão da média. n= 8-11 
ratos/grupo. CS = controle sedentário; CE = controle exercício; DS = diabético sedentário; DE = diabético 
exercício. P < 0.05, * CS vs DS. 
 

 

4.2 Controle Glicêmico 

 

 

Os animais diabéticos apresentaram aumento significativo da glicemia comparado 

com animais controle. O treinamento diminuiu significativamente a glicemia no grupo DE 

comparado ao DS, a partir da segunda semana de treinamento (Figura 6). 
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Figura 6: Valores estão representados como média ± erro padrão da média, n= 8-11 ratos/grupo. CS = controle 

sedentário; CE = controle exercício; DS = diabético sedentário; DE = diabético exercício. P < 0.05, * CS vs DS; 
# CS vs CE; & DS vs DE. 
 

4.3 Peso Relativo dos Tecidos 

 

Os animais diabéticos sedentários (DS) diminuíram significativamente o peso relativo 

dos tecidos adiposos brancos (epididimal, retroperitoneal, mesentérica) e marrom e músculo 

gastrocnêmio branco comparado com CS. O treinamento diminuiu significativamente os 

tecidos adiposos brancos (epididimal, retroperitoneal e mesentérica) nos animais controle que 

realizaram exercício (CE), entretanto aumentou significativamente o tecido adiposo marrom 

comparado com CS. Nos animais diabéticos (DE), houve aumento significativo do peso 

relativo do músculo gastrocnêmio branco e tecido adiposo marrom comparado com DS 

(Figura 7). 
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Figura 7: Peso relativo dos tecidos: músculo, tecido adiposo marrom (TAM) e tecidos adiposos brancos. Valores 

estão representados como média ± erro padrão da média, n= 8-11 ratos/grupo. CS = controle sedentário; CE = 

controle exercício; DS = diabético sedentário; DE = diabético exercício. P < 0.05, *CS vs DS; # DS vs DE; & 

DS vs DE. 
 

4.4 Quantificação da Expressão do RNAm de MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS 

4.4.1 Músculo Gastrocnêmio Branco.  

 

 

No músculo gastrocnêmio, a expressão de MSTN, ActRIIB e FS aumentaram 

significantemente nos animais DS comparado aos animais CS. O treino de natação resultou 

em diminuição significante da expressão de ActRIIB e FS nos animais DE comparado com os 

animais DS. Não foi observada mudanças na expressão do ALK4 entre os grupos (Figura 8). 
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Figura 8: Expressão do RNAm da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS no músculo de ratos. Valores expressos em 
média ± erro padrão da média. CS = controle sedentário; CE = controle exercício; DS = diabético sedentário; 
DE = diabético exercício. p < 0.05, * CS vs DS; & DS vs DE. 
 

 

4.4.2 Tecido Adiposo Marrom 
 

No TAM, a expressão de MSTN diminui significantemente e a expressão do ActRIIB, ALK 4 

e FS aumentaram significativamente nos animais DS quando comparados aos CS. O treino de natação 

resultou em significante redução da expressão da MSTN e ActRIIB nos animais CE comparados ao 

CS. Houve também diminuição significante da expressão de ActRIIB, ALK 4 e FS nos animais DE 

quando comparados aos DS (Figura 9). 
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Figura 9: Expressão do RNAm da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS no tecido adiposo marrom de ratos. Valores 
expressos em média ± erro padrão da média. n = 5-6 por grupo. CS = controle sedentário; CE = controle 
exercício; DS = diabético sedentário; DE = diabético exercício. P < 0.05, * CS vs DS; & DS vs DE; # CS vs CE. 
 
 

4.4.3 Gordura epididimal 

Na gordura epididimal não houve mudanças significativas na expressão de MSTN, ActRIIB,  

FS e ALK 4. 
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4.4.4 Gordura Mesentérica 

 

Na gordura mesentérica a expressão de ActRIIB aumentou significantemente nos animais DS 

comparados aos animais CS. Nos animais diabéticos que praticaram exercício (DE) houve aumento 

significante na expressão do RNAm de MSTN e uma diminuição da expressão de RNAm da FS 

quando comparados aos animais DS (Figura 10). 
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Figura 10: Expressão do RNAm da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS na gordura mesentérica de ratos. Valores 
expressos em média ± erro padrão da média. n = 5-6 por grupo. CS = controle sedentário; CE = controle 
exercício; DS = diabético sedentário; DE = diabético exercício. P < 0.05 * CS vs DS; & DS vs DE. 
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4.4.5 Gordura subcutânea 

 

Na gordura subcutânea a expressão de RNAm de MSTN e FS aumentou significativamente 

nos animais diabéticos (DS) comparados com os animais CS. Nos animais diabéticos exercitados 

(DE) houve uma diminuição significativa na expressão de RNAm de MSTN e FS comparados com os 

animais DS (Figura 11). 
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Figura 11: Expressão do RNAm MSTN; ActRIIB; ALK4 e FS na gordura subcutânea. Valores expressos em média ± 

erro padrão da média, n = 5-6 por grupo. CS = controle sedentário; CE = controle exercício; DS = diabético 

sedentário; DE = diabético exercício. P < 0.05, * CS vs DS; & DS vs DE. 
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4.5 Análise da expressão protéica da MSTN por Western Blotting 

4.5.1 Músculo Gastrocnêmio Branco 

4.5.1.1 Pró-peptídeo (40 KDa - latency associated peptide – LAP) 

 

 A expressão protéica do pró-peptídeo da MSTN aumentou significativamente no DS 

comparado ao CS. O treinamento diminuiu significativamente a expressão protéica do pró-

peptídeo da MSTN comparado ao DS (Figura 12 e 13). 

 

 
Figura 12. Representação do Western Blotting do pró-peptídeo da miostatina (MSTN) e Actina no músculo 

gastrocnêmio branco. 
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Figura 13: Expressão protéica do pró-peptídeo da MSTN no músculo gastrocnêmio branco de ratos, n=5-6 por 
grupo. Valores expressos em média ± erro padrão da média. CS = controle sedentário; CE = controle exercício; 
DS = diabético sedentário; DE = diabético exercício. P < 0.05, * CS vs DS; & DS vs DE. 
 

 

4.5.1.2 Proteína madura (26 KDa) 

 

A expressão protéica da MSTN madura aumentou significativamente no DS quando 

comparado ao CS (Figura 14 e 15). 

CS CE DS DE 
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Figura 14: Representação do Western Blotting da proteína MSTN madura e Actina no músculo gastrocnêmio 

branco de ratos controle sedentários. 
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Figura 15: Expressão protéica de MSTN madura no músculo gastrocnêmio branco de ratos, n = 5-6 por grupo. 
Valores expressos em média ± erro padrão da média. CS = controle sedentário; CE = controle exercício; DS = 
diabético sedentário; DE = diabético exercício. P < 0.05, * CS vs DS. 
 
 
 

4.5.2 Tecido Adiposo Marrom 

4.5.2.1 Pró-peptídeo de MSTN no TAM 

 

A expressão protéica do pró-peptídeo da MSTN aumentou significativamente no DS 

quando comparado ao CS (Figura 16 e 17).  

 

                                    

               
              

Figura 16: Representação do Western Blotting do pró-peptídeo da MSTN e Actina no tecido adiposo marrom de 

ratos diabéticos sedentários. 
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Figura 17: Expressão protéica do pró-peptídeo da MSTN no tecido adiposo marrom de ratos, n=5-6 por grupo. 
Valores expressos em média ± erro padrão da média. CS = controle sedentário; CE = controle exercício; DS = 
diabético sedentário; DE = diabético exercício. P < 0.05, * CS vs DS. 
 
 

4.5.2.2 Proteína madura 26 KDa no TAM 

 Não houve diferença significativa entre os grupos. 
 

4.5.3 Gordura Mesentérica 

4.5.3.1 Pró-peptídeo de MSTN na gordura mesentérica 

 

A expressão protéica do pró-peptídeo da MSTN aumentou significativamente no DS 

quando comparado ao CS.  O treinamento diminuiu significativamente a expressão protéica 

do pró-peptídeo da MSTN comparado ao DS (Figura 18). 
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Figura 18: Expressão protéica do pró-peptídeo da MSTN na gordura mesentérica de ratos, n=5-6 por grupo. 
Valores expressos em média ± erro padrão da média. CS = controle sedentário; CE = controle exercício; DS = 
diabético sedentário; DE = diabético exercício. P < 0.05, * CS vs DS, & DS vs DE. 
 

 

4.5.3.2 Proteína madura 26 KDa na gordura mesentérica 
  

Não foi possível detectar a banda referente à proteína madura neste tecido. 
Especulamos que o anticorpo específico tenha falhado na detecção dessa banda. 
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5. DISCUSSÃO 
 

 Os resultados mostram que a expressão de RNAm e protéica de MSTN, e a expressão 

de RNAm de seus receptores, ActRIIB, ALK 4, e da FS se modificaram no músculo 

esquelético e tecidos adiposos de ratos diabéticos e exercitados. 

 Como esperado, os ratos diabéticos apresentaram sinais típicos de DM, tais como 

perda de peso, aumento da ingestão alimentar e da concentração plasmática de glicose (Enoki 

et al., 2003; Loganathan et al., 2007). 

O exercício físico associou-se à diminuição da concentração plasmática de glicose, 

mas não da ingestão alimentar ou do peso corporal nos ratos diabéticos como observado em 

estudos prévios (Enoki et al., 2003). Os efeitos do exercício no metabolismo energético no 

DM têm sido investigados e tem-se demonstrado que o exercício crônico altera de forma 

favorável o perfil metabólico, incluindo melhora da captação de glicose no músculo 

esquelético (ACSM e ADA, 2010). Adicionalmente, já está bem estabelecido que o exercício 

aumenta a sensibilidade à insulina melhorando a via de sinalização da insulina e da proteína 

quinase ativada por adenosina monofosfato cíclico (AMP-K) (Bruce e Hawley, 2004; 

Yaspelkis et al., 2007). 

A expressão de RNAm de MSTN, ActRIIB, e FS aumentou no músculo 

gastrocnêmico branco de animais diabéticos sedentários comparado com controle sedentário. 

Esses resultados confirmam os achados por Chen et al. (2009) e Wieteska-Skrzeczynska et 

al. (2009) os quais demonstraram que a expressão de MSTN está aumentada em 

camundongos diabéticos tratados com STZ. Entretanto, outros estudos têm reportado que a 

expressão da MSTN não esta alterada pela deficiência da insulina no músculo esqueléticos de 

ratos e camundongos com DM induzido por STZ (Barazzoni et al., 2004; Lehti et al., 2007; 

Mastrocola et al., 2008). Diferenças metodológicas podem explicar parcialmente as 

discrepâncias entre os estudos. Além disso, tem sido observado aumento na expressão de 

MSTN no músculo esquelético de ratos em outros estados de desarranjos metabólicos, tais 

como obesidade genética (ob/ob) em camundongos, e obesidade e resistência insulínica em 

humanos (Allen et al., 2008; Hittel et al., 2009). 

Nosso estudo descreve pela primeira vez a expressão de RNAm de FS e ActRIIB no 

músculo e seu aumento no diabetes. A FS é produzida em muitos tecidos e é um importante 

inibidor extracelular da ação das activinas e outros membros da família dos TGF-β (Welt et 

al., 2002). Vários estudos sugerem que a FS também pode se ligar a MSTN evitando a 

interação ligante-receptor, e antagonizar sua atividade (Lee e Mcpherron, 2001; Zimmers et 
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al., 2002; Abe et al., 2009; Gilson et al., 2009). O aumento na expressão tanto da MSTN 

quanto da FS pode indicar uma tentativa de modular a ação da MSTN no músculo 

esquelético. Na verdade, a modulação autócrina/parácrina de outros membros da família 

TGF-β já foi demonstrada (Bilezikjian et al., 2004). 

No presente estudo observamos também aumento da expressão protéica da MSTN. 

Nos animais diabéticos ocorreu aumento do pró-peptídeo e proteína madura quando 

comparado com animais controle. As formas predominantes detectadas da MSTN (pró-

peptídeo e proteína madura) sugerem o aumento do processamento proteolítico (Mcfarlane et 

al., 2005). Adicionalmente, é proposto por Wolfman et al. (2003) que as proteínas ósseas 

morfogenéticas-1 (BPM-1), membros da família das metaloproteinases, podem estar 

envolvidas na ativação do complexo latente da MSTN. Após o processamento proteolítico 

dos membros da superfamília dos TGF-ß pode ocorrer sua secreção, então é possível que a 

MSTN madura seja secretada (Thomas, 2002). Além disso, é descrito na literatura que 

elevados níveis de MSTN causam diminuição da massa muscular (Mcpherron e Lee, 1997) e, 

portanto o aumento da expressão da MSTN possivelmente pode estar relacionado à 

diminuição da massa relativa do músculo gastrocnêmio branco encontrado nos animais 

diabéticos sedentários quando comparados com controle sedentário (Figura 7). 

Em contrapartida, nos animais diabéticos que realizaram exercício não houve 

mudança da expressão de RNAm de MSTN, entretanto houve uma diminuição do seu pró-

peptídeo. Isso sugere que os níveis de proteína possivelmente foram regulados por 

mecanismos pós-transcricionais (Mcmahon et al., 2003), mostrando o efeito benéfico do 

exercício na manutenção da massa muscular em diabéticos. Além disso, o treino de natação 

associou-se à redução significante da expressão do ActRIIB e FS nos animais diabéticos.  

A expressão gênica da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS difere nos três diferentes tecidos 

adiposos estudados. Já é bem estabelecido que os diferentes depósitos de gordura exibem 

diferentes perfis metabólicos, em especial o tecido adiposo branco e o tecido adiposo 

marrom. Há escassez de dados sobre a expressão de MSTN no tecido adiposo e sua expressão 

nesse tecido é cerca de 50 a 100 vezes menor que no músculo esquelético (Allen et al., 2008).  

Entretanto, foi previamente demonstrado aumento da expressão de MSTN em camundongos 

com obesidade induzida por dieta (Allen et al., 2008). As ações da MSTN no tecido adiposo 

e seus efeitos metabólicos são ainda controversos e a MSTN tem sido citada tanto por 

promover como inibir a adipogênese. Em modelos genéticos em que a ação da MSTN é 

bloqueada, o tecido adiposo é reduzido e o metabolismo de glicose é beneficamente 

modificado (Mcpherron e Lee, 1997; Lin et al., 2002; Mcpherron e Lee, 2002; Guo et al., 
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2009; Tu et al., 2009). Por outro lado, o aumento endógeno da MSTN sistêmica por aumento 

da expressão do seu pró-peptídeo resulta em redução da gordura visceral e melhora da 

tolerância a glicose e sensibilidade a insulina (Zhao, Wall e Yang, 2005). Entretanto, a 

administração da MSTN não afeta a massa gorda em animais adultos (Stolz et al., 2008). 

Estudos in vitro demonstraram que a MSTN pode modular diretamente a adipogênese (Kim 

et al., 2001; Zimmers et al., 2002; Rebbapragada et al., 2003; Artaza et al., 2005; Feldman et 

al., 2006; Guo et al., 2009), indicando que o bloqueio da sinalização de MSTN 

especificamente em adipócitos, não teve efeito na composição corporal, ganho de peso ou 

tolerância à glicose em ratos, sugerindo que a sensibilidade à insulina e redução no tecido 

adiposo observado em ratos nulos para MSTN é um resultado indireto de mudanças 

metabólicas no músculo esquelético (Guo et al., 2009). Entretanto, é possível que pequena 

quantidade de MSTN expressa localmente no tecido adiposo como mostrada aqui e por 

outros (Allen et al., 2008) afetem o metabolismo energético funcionando como fatores 

parácrinos e/ou endócrinos no tecido adiposo e outros tipos de células, como já demonstrado 

em relação a outros membros da família TGF-β. É bem estabelecido que o tecido adiposo é 

um órgão endócrino, rico em diferentes tipos de células, incluindo células imunes e 

adipocinas (Federico et al., 2010). Dois estudos recentes (Wilkes, Lloyd e Gekakis, 2009; 

Lyons, Haring e Biga, 2010) demonstraram a estreita relação entre MSTN e sistema imune. 

Lyons et al. (2010), mostraram variação local da expressão da MSTN e produção de 

citocinas pró-inflamatórias em células imunes do baço em resposta a ingestão de dieta 

hiperlípidica em ratos. Adicionalmente, Wilkes et al.(2009), observaram a correlação entre 

melhora da sensibilidade à insulina e diminuição na produção do fator alfa de necrose 

tumoral (TNF α), que é uma citocina inflamatória, no tecido adiposo e músculo de ratos com 

deficiência na MSTN alimentados com dieta hiperlípidica. Nesses animais, o tratamento com 

MSTN recombinante aumentou a circulação de TNF e resistência à insulina. 

Em relação à expressão de RNAm de FS no tecido adiposo branco, nós observamos 

que as expressões da MSTN e da FS variaram reciprocamente na gordura mesentérica em 

ratos diabéticos sedentários e exercitados. O oposto ocorreu na gordura subcutânea. Os dados 

sobre a expressão de FS no tecido adiposo também são escassos e muito pouco se sabe sobre 

seu papel metabólico. Recentemente, tem sido descrita diminuição da expressão da FS na 

gordura subcutânea, mas não na gordura visceral em humanos obesos (Flanagan et al., 2009). 

Além de ser demonstrado que a FS promoveu diferenciação adipogênica in vitro (Flanagan et 

al., 2009) e neutralizou o efeito inibitório da MSTN sobre a diferenciação dos pré-adipócitos 

de bovinos (Hirai et al., 2007). A importância fisiológica da modulação da MSTN por seu 
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antagonismo de proteínas ligantes à MSTN pode ser confirmada pela demonstração de 

camundongos knockout homozigotos de FSL3 que desenvolvem aumento do número e 

tamanho das ilhotas pancreáticas, hiperplasia das células  β, diminuição da massa adiposa 

visceral, melhora da tolerância à glicose e aumento da sensibilidade à insulina. FSL3 é outra 

proteína ligante da MSTN que tem similaridade funcional e estrutural com a FS (Schneyer et 

al., 2004). 

Na gordura mesentérica dos animais diabéticos exercício ocorreu aumento do RNAm 

de MSTN e diminuição do pró-peptídeo comparado com controle sedentário, e o oposto 

ocorreu com os animais diabéticos sedentários comparado com controle sedentário. Níveis de 

RNAm inalterados ou aumentados apesar de, aumento ou diminuição do pró-peptídeo da 

MSTN sugere que os níveis protéicos são regulados por mecanismos pós-transcricionais 

(Smith et al., 2010). 

Nós mostramos, também pela primeira vez, que a expressão da MSTN, ActRIIB, 

ALK 4 e FS variam no TAM em diabetes e exercício. Tem sido mostrado que o TAM tem 

um importante papel na proteção da obesidade induzida por dieta, diabetes e resistência à 

insulina e a regulação da homeostase energética através de uma única função de dissipar 

energia em forma de calor em situações de abundância energética ou temperaturas ambientais 

baixas (Hamann, Flier e Lowell, 1996; Cannon e Nedergaard, 2004; Redinger, 2009). 

Adicionalmente, foi descrito que o exercício aumenta tanto o peso do TAM quanto a 

expressão da UCP-1 no TAM (Guerra et al., 2007; Oh et al., 2007). Além disso, a MSTN 

inibe seletivamente a sinalização de BMP7 (Rebbapragada et al., 2003), cuja expressão é 

associada ao aumento da diferenciação do adipócito marrom e do gasto energético (Tseng et 

al., 2008). Em conjunto, esses dados sugerem o envolvimento do TAM na homeostase 

energética no exercício e um possível papel da MSTN. 

A expressão do pró-peptídeo do TAM diferiu apenas nos animais diabéticos 

sedentários comparado ao seu controle. Os menores níveis do RNAm de MSTN e aumento 

do pró-peptídeo deve-se as modificações pós-transcricionais além disso, os inalterados níveis 

da proteína madura da MSTN podem ser devido, a diminuição do processamento proteolítico. 

A discrepância observada no RNAm de MSTN e expressão protéica tem sido observada em 

outros estudos (Mcfarlane et al., 2005; Konopka et al., 2010).   

O papel metabólico da MSTN não é claro. Estudos prévios têm mostrado que MSTN 

pode sinalizar através da via de sinalização intracelular da insulina e, portanto, afetar a 

sensibilidade à insulina no músculo. No músculo e tecido adiposo de camundongos nulos 

para MSTN e camundongos transgênicos com upregulation do pró-peptídeo da MSTN a 
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sinalização de insulina foi aumentada devido aos maiores níveis de fosforilação Akt (Zhao, 

Wall e Yang, 2005; Guo et al., 2009; Tu et al., 2009). Em adição, é demonstrado que a 

upregulation de genes envolvidos no metabolismo da glicose e ativação da AMPK pela 

MSTN podem estar envolvidas na absorção e metabolismo de glicose no músculo (Chen et 

al., 2010). Interessantemente, tem sido mostrado que a AMPK está envolvida também na 

diferenciação do TAM e no consumo de glicose do mesmo (Hutchinson et al., 2005; Vila-

Bedmar, Lorenzo e Fernandez-Veledo, 2010). 

Finalmente, devemos lembrar que a MSTN é uma proteína secretada e circulante podendo 

ter ação endócrina e parácrina. Ademais, assim como outros membros da família TGF-β, a 

sua ação é regulada por inibidores intra e extracelulares (Hill et al., 2002; Forbes et al., 

2006). Sendo assim, torna-se fundamental que esses reguladores da bioatividade da MSTN 

sejam também investigados para que seu papel metabólico seja melhor compreendido. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

Concluimos que o Diabetes Mellitus e o exercício físico alteram a expressão do RNAm 

de Miostatina, ActRIIB, ALK 4 e Folistatina bem como a expressão protéica de Miostatina 

em importantes cenários metabólicos como músculo esquelético, tecido adiposo branco e 

marrom, sugerindo a participação de MSTN na homeostase energética.  
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