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RESUMO

DE MORAES, W. M. A. Insuficiéncia cardiaca por excesso de
catecolaminas: influéncia do treinamento fisico aerdbico e da
suplementacdo com leucina na musculatura esquelética. 2011. 98 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Educacéo Fisica e Esportes, Universidade
de S&o Paulo, Sao Paulo, 2011.

Alteracdes na musculatura esquelética (ME) como atrofia contribuem para
intolerancia aos esforgos fisicos e pior prognéstico na Insuficiéncia Cardiaca
(IC). O treinamento fisico € uma conduta capaz de atenuar esses efeitos na
ME. Estratégias capazes de otimizar os efeitos do TF como a suplementacao
com aminoacidos sao potencialmente terapéuticas. Assim, investigamos 0s
efeitos da suplementacéo com leucina associada ou néo ao treinamento fisico
aerdbico na funcédo e morfologia da musculatura esquelética em camundongos
com IC induzida por hiperatividade simpatica. O TF consistiu de 4 semanas em
esteira, com sessodes de 60 min baseados na maxima fase estavel de lactato (6
dias/sem) e administracdo de leucina (1.35g/kg) ou placebo (agua destilada)
via intra-gastrica. Os animais foram divididos em 5 grupos: controle sem IC
(WT) e 4 grupos de camundongos knockout para receptores a2a e a2c
adrenérgicos, divididos em sedentarios recebendo placebo (KO) ou leucina
(KOL); treinado+placebo (KOT) ou treinado+leucina (KOLT). Foram analisados
tolerancia ao esforco (teste maximo em esteira rolante), area de seccéo
transversa (AST) por histoquimica para miosina ATPase, desempenho motor
por teste de deambulacao, grip e rotarod, expressao protéica por western blot.
A suplementac&o com leucina isoladamente ndo demonstrou qualquer efeito na
funcdo muscular nem fenoétipo das fibras. O TF melhorou a intolerancia ao
exercicio, aumentou a area de seccao transversa (AST) em fibras tipo | no
musculo soleo e tipo A, 1IB no musculo plantar, além de melhorar o
desempenho motor. A suplementacdo com leucina associada ao TF otimizou a
tolerancia aos esfor¢cos, a AST nas fibras IIA e IIB e a fungdo muscular. Em
experimento a parte, apos jejum de 18 horas, observamos que a resposta a
leucina em estimular a via da mTOR estava atenuada nos animais KO, mas o
TF restaurou essa resposta (diminuiu a razdo p-AMPK:AMPK, e aumentou p-
4EBP1: 4EBP1 e p-p70s6K:p70s6K). Essa reversdo da resisténcia anabdlica a
leucina pelo TF ndo estava associada aos efeitos relacionados a homeostase
de glicose, nem funcdo renal, embora o TF tenha melhorado (reduziu
proteindria). Nao houve efeitos deletérios da leucina nos parametros
relacionados a homeostase de glicose, nem aos parametros renais. Os
resultados sugerem que a suplementacdo com leucina potencializa os efeitos
do treinamento fisico aerobico por melhorar a tolerancia ao exercicio, preservar
a massa em fibras de caracteristicas predominantemente glicoliticas e prevenir
gueda no desempenho motor. O TF previniu a resisténcia anabdlica a leucina
no muasculo esquelético dos animais com IC.

Palavras—chave: Insuficiéncia Cardiaca, Exercicio Fisico, Leucina, Musculo

Esquelético
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ABSTRACT

DE MORAES, W. M. A. Sympathetic hyperactivity-induced heart failure:
Effects of endurance training and leucine suplementation in skeletal
muscle. 2011. 98 f. Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Educacdo Fisica e
Esportes, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Changes in skeletal muscle such as atrophy contribute to intolerance to
physical exertion and worse prognosis in heart failure (HF). The exercise
training (ET) will mitigate these effects in ME. Strategies to optimize and/ or
mimic the effects of ET as the amino acid supplements are potentially
therapeutic. Thus, we investigated the effects of leucine supplementation
associated with ET on function and morphology of skeletal muscle in a genetic
model of sympathetic hyperactivity-induced heart failure in mice, and whether
these effects were associated with activation of mTOR pathway. Treatment
consisted of 4-wk of ET on a motor treadmill, wich consisted in sessions of 60
min based on maximum lactate steady state (6d/wk), and administration of
leucine (1.35g/kg) or placebo (distilled water) intragastrically. We established
five groups: a control without heart failure (WT) and four groups of mice lacking
both a2A and a2C adrenergic receptor subtypes, which were randomly divided
into sedentary receiving placebo (KO) or Leucine (KOLT); trained receiving
placebo (KOT) or trained receiving leucine (KOLT). It was analyzed exercise
capacity by graded treadmill exercise protocol performed until exhaustion,
cross-sectional area (CSA) by histochemical myosin ATPase, motor
performance by ambulation, grip e rotarod tests, protein expression levels by
western blot. The leucine supplementation alone showed no effect on muscle
function or the phenotype of the fibers, but associated to ET improved CSA in
lIA and IIB fibers in plantaris muscle, and motor performance, at a rate greater
than improve in KOT. In separate experiments, after 18 hours fasting, we
observed that the response to leucine stimulate mTOR pathway was attenuated
in KO, but the ET restored this response (decreased the ratio p-AMPK, AMPK,
and increased p-4EBP1 : p-p70S6K and 4EBP1, p70S6K). This reversal of
anabolic resistance to leucine by ET was not associated with the effects related
to glucose homeostasis or renal function, although the ET has improved
(reduced proteinuria). There were no deleterious effects of leucine on the
parameters related to glucose homeostasis or renal parameters. The results
suggest that leucine supplementation enhances the effects of exercise training
to improve exercise tolerance, preserve mass of fibers with characteristics
predominantly glycolytic and prevent worsening of motor performance. The ET
prevents an anabolic resistance to leucine in muscle of HF animals.

Keywords: Heart Failure, Exercise, Leucine, Skeletal Muscle



1. INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) cronica é uma sindrome clinica complexa,
de alta prevaléncia e mau progndéstico, caracterizada por fadiga precoce,
dispnéia, grande limitagdo aos esforgcos fisicos proveniente de alteracdes
hemodindmicas e metabdlicas progressivas (LUNDE ET AL., 2001) com
repercussdes consideraveis na autonomia e qualidade de vida (WILSON ET AL.,
1999).

Apesar das altera¢gfes no tecido cardiaco serem causais e principais na
IC, séo insuficientes para explicar a intolerancia aos esforcgos fisicos, uma vez
gue a melhora da funcdo cardiaca ndo se correlaciona ou apresenta apenas
baixa correlagdo com a capacidade funcional no paciente com IC (JONDEAU ET
AL., 1992; HARRINGTON ET AL., 1997). Por outro lado, fatores periféricos, como
alteragbes intrinsecas na musculatura esquelética, exercem um papel
fundamental sobre indicadores dessa sintomatologia (COATS ET AL., 1994).

Essas alteracdes resultam, com frequéncia, em um quadro de miopatia
esquelética, o qual € bem descrito na literatura, tanto em humanos como em
modelos animais, compreendendo um aumento da prevaléncia das fibras
glicoliticas, reducdo da funcdo muscular, densidade capilar e capacidade
oxidativa, somando-se ainda a uma atrofia muscular (LUNDE ET AL., 2001). Esta
tltima, em estagio avancado, pode culminar em caquexia, um preditor
independente de sobrevida em pacientes com IC congestiva (ANKER ET AL.,
1997). Dessa forma, o controle da massa muscular passa a ter uma
importancia fundamental, e deve ser considerada como parte das estratégias
terapéuticas visando a manutencéo da qualidade de vida na IC.

O treinamento fisico aerdbico tem sido considerado uma conduta
importante no tratamento da IC, por promover melhoras na tolerancia aos
esforcos e na qualidade de vida dos pacientes (BELARDINELLI ET AL., 1999;
WILLENHEIMER ET AL., 2001). Em nosso laboratério, utilizando camundongos
com ablacdo dos genes para 0s receptores opa € opc adrenérgicos
(a2al02cARKO), 0 que acarreta cardiomiopatia grave aos sete meses de idade
induzida por hiperatividade simpatica (BRuM ET AL., 2002), demonstramos que 0
treinamento fisico aerdbico é capaz de prevenir a atrofia muscular e

intolerancia aos esforcos fisicos (BACURAU ET AL., 2009; BUENO ET AL., 2010).



Por outro lado, uma estratégia que se conhece menos e emerge na
literatura é a suplementacdo com aminodcidos de cadeia ramificada (BCAAS)
valina, leucina e isoleucina. Destes, a leucina destaca-se pela capacidade
impar de regulacdo de processos anabolicos, envolvendo tanto a sintese
quanto a degradacao protéica muscular (ANTHONY ET AL., 2001; STIPANUK, 2007;
AVRUCH ET AL., 2009). Apesar de n&do haver estudos com leucina, isoladamente,
em humanos, nem mesmo em animais com IC e considerando que parte dos
efeitos benéficos de dietas hiperprotéicas € atribuida ao aminoacido leucina
(KATSANOS ET AL., 2006; NORTON ET AL., 2009), pode-se inferir que a
suplementacdo deste aminoacido é uma estratégia promissora, visto que dois
estudos recentes com pacientes cardiacos idosos que receberam suplementos
a base de aminoéacidos essenciais com altas concentracdes de leucina
(ScoGNAMIGLIO ET AL., 2008) e pacientes com caquexia cardiaca, que
receberam aminoacidos associados a uma dieta hipercalorica (ROZENTRYT ET
AL., 2010), durante 12 semanas, melhoraram o desempenho em testes de
tolerancia aos esforcos fisicos, a percepcdo de esforco, escores de
guestionario de qualidade de vida sem efeitos adversos em relacdo aos grupos
gue receberam apenas placebo.

Dessa forma, propomos a utilizacdo de camundongos com ablacédo dos
receptores aoa € axc adrenérgicos (oa/a2cARKO), como modelo experimental
bem estabelecido de IC (BRum ET AL., 2002), para estudar a resposta da
suplementacdo com leucina associada ou ndo ao treinamento fisico aerdbico
nas alterac6es musculares esqueléticas.

Levantamos as hipdteses de que a suplementacdo com leucina atenuara
a atrofia muscular nesses animais, além de otimizar os efeitos do treinamento

fisico aerdbico na musculatura esquelética.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Insuficiéncia Cardiaca e Hiperatividade Simpatica

Descrita primariamente como um distarbio meramente hemodinamico,
restringindo-se apenas a “uma doenga do coragado”, conhecimentos gerados

principalmente na década de 90 sustentaram a visdo atual da natureza



neurohormonal da IC, notadamente a hiperativacdo nervosa simpatica e do
sistema renina-angiotensina (MANN; BRisTow, 2005).

Essas alteracBes neurohormonais, apesar de benéficas inicialmente,
pois ocorrem como mecanismo compensatério no intuito de manter o débito
cardiaco e a pressdo de perfusdo tecidual adequada em estagios iniciais da
disfuncdo ventricular, quando cronicamente estimulados, estes mecanismos
levam a deterioracdo progressiva na funcdo contratii causando perda de
cardiomiécitos e aumento na fracdo de volume de coldgeno (ALTMAN ET AL.,
1999; LOHSE; ENGELHARDT; ESCHENHAGEN, 2003; BRUMET AL., 2006).

A exacerbada atividade do sistema nervoso simpatico tem repercussao
clinica consideravel, pois tem uma relacdo direta com a gravidade da doenca
(ESLER; KAYE, 2000; NEGRAO ET AL., 2001) e com seu prognadstico, quer medida
pelos niveis de noradrenalina plasmatica (COHN ET AL., 1984), ou diretamente
pela frequéncia de disparos no nervo tibial anterior (BARRETTO ET AL., 2009).

Bem menos conhecidos séo os efeitos da atividade nervosa simpatica
na musculatura esquelética, que sao exercidas em quase sua totalidade pelos
receptores adrenérgicos B, (LYNCH; RYALL, 2008). Tal como ocorre no tecido
cardiaco, ha uma dicotomia envolvendo a exposi¢do por curto periodo de
tempo e a exposicao prolongada (YANG; MCELLIGOTT, 1989; BACURAU ET AL.,
2009). Isso ocorre por uma reducéo da densidade dos receptores adrenérgicos
pela exposicdo crbnica ao agonista. Em curto prazo, enquanto se observa
hipertrofia muscular (YIMLAMAI ET AL., 2005) ou atenuacéo da atrofia (BEITZEL ET
AL., 2004), a exposicao por um longo periodo, como observada com tratamento
por tempo prolongado com clembuterol (um agonista [, adrenérgico), a
densidade dos receptores B, adrenérgicos no musculo esquelético é reduzida
em 50% (ROTHWELL; STOCK; SUDERA, 1987).

Em nosso laboratério, utilizando camundongos  opa/a2cARKO,
demonstramos os efeitos crénicos da hiperativacdo simpética na presenca de
cadiomiopatia. Os animais apresentaram diferentes niveis de noradrenalina
musculares aos trés e aos sete meses de idade (BACURAU ET AL., 2009). De
maneira interessante, aos trés meses de idade, fase em que ainda ndo sao
observados sinais de cardiomiopatia, 0os animais estavam com niveis de
noradrenalina musculares preservados e apresentaram uma maior area de

seccdo transversa no musculo plantar que camundongos selvagens. Em



contrapartida, aos sete meses de idade, fase em que a cardiomiopatia esta em
estagio avancado, havia atrofia muscular associada ao aumento do estresse
oxidativo e intolerancia ao esforco fisico, associados aos elevados niveis de
noradrenalina musculares, o que sugerem uma acao toxica direta da
noradrenalina nas fibras musculares esqueléticas. De fato, além de aumentar a
vasoconstriccdo, afetando o metabolismo energético, reduzindo a
disponibilidade de oxigénio e impactando negativamente no desempenho
durante os esforcos fisicos (LANG ET AL., 1997), as catecolaminas podem induzir
efeitos téxicos através de sua auto-oxidacdo, com formacdo de espécies
reativas de oxigénio e de outros intermediarios reativos (BINDOLI; RIGOBELLO;
DEEBLE, 1992).

2.2 Modelo genético de cardiomiopatia induzida por hiperatividade
simpatica

Os receptores a-adrenérgicos estéo localizados na membrana celular e
pertencem a familia de receptores com sete dominios transmembrana
acoplados a proteina G (XIANG; KOBILKA, 2003) e compreendem o0s subtipos
Ol1A, 0L1B, OLID, Ol2A, Ol2B, € doc (LYNCH; RYALL, 2008).

O modelo experimental ooa/0cARKO consiste na ablacdo dos
receptores a-adrenérgicos, subtipos A e C. No bulbo rostro-ventro-lateral, os
receptores apan S80 pos-sindpticos e atuam desencadeando bradicardia e
hipotensdo (ALTMAN ET AL., 1999). Ja em neurbnios simpaticos periféricos, os
receptores localizam-se no terminal pré-sinaptico regulando a liberacdo de
noradrenalina juntamente com o subtipo C e sao denominados “auto-
receptores”, pois quando ativados, inibem a liberacdo de noradrenalina pelo
terminal nervoso simpatico (HEIN; ALTMAN; KOBILKA, 1999). Dessa forma, a
ablacdo desses receptores provoca uma falha no processo inibitorio da
liberacdo de noradrenalina, induzindo um quadro de hiperatividade simpéatica
(ALTMAN ET AL., 1999).

O curso temporal em que a cardiopatia se apresenta nos camundongos
oaloocARKO € um grande atrativo em relacdo a outros modelos
experimentais, uma vez que a funcdo cardiaca estd alterada por elevacao

prolongada da atividade do sistema nervoso simpatico e ndo por modificacdes



genéticas que alteram diretamente a expressdo de proteinas estruturais ou
funcionais do coracdo o que permite estudd-la em diferentes niveis de
gravidade (BRUMET AL., 2002).

Aos quatro meses de idade, a microscopia eletrénica, camundongos
azalo,cARKO  apresentam alteragdes ultra-estruturais nos cardiomiécitos,
caracterizadas pelo desarranjo miofibrilar, vacuolizacdo do tecido cardiaco e
degeneracao mitocondrial (BRuUM ET AL., 2002). Aos sete meses de idade, com
50% de mortalidade, apresentam diminuicdo da fracdo de encurtamento e
remodelamento cardiaco, com aumento do didmetro dos cardiomidcitos e da
fracdo de colageno cardiaco (RoLM ET AL., 2007), acompanhado por edema
pulmonar (FERREIRA ET AL., 2008) e sugerindo caracteristicas similares aquelas
encontradas em humanos. Ademais, a hiperatividade simpatica € uma

caracteristica comum em pacientes com IC, independente da etiologia.

2.3 O Musculo Esquelético na Insuficiéncia Cardiaca

A musculatura esquelética compreende um sistema com mais de 600
musculos, constituindo o maior tecido com capacidade de mobilizacdo de
proteinas do corpo e representando, normalmente, cerca de 40% da massa
corporal e 50% da proteina corporal total, provendo importantes funcdes como
movimento, forca, respiracdo, balanco postural e temperatura corporal
(LIGHTFOOT; MCARDLE; GRIFFITHS, 2009; LENK; SCHULER; ADAMS, 2010). E um
tecido com bastante plasticidade, capaz de responder a uma grande variedade
de estimulos, das mais diversas naturezas. Assim, é razoavel que na presenca
de patologias como a IC, sejam observadas caracteristicas distintas nas fibras
musculares que aguelas observadas em uma situacdo ndo patologica. Essas
alteracdes envolvem tanto mudancas metabodlicas como estruturais (LUNDE ET
AL., 2001).

Com relacédo as alteracbes metabdlicas, foi observado que pacientes
portadores de IC apresentavam niveis de lactato aumentados mais
precocemente que controles sem IC perante esforcos fisicos (HAMBRECHT ET
AL., 1997) e maior razdo fosfocreatina/ATP, evidenciando ressintese de ATP
prejudicada apos exercicio fisico (MASSIE ET AL., 1987). Além disso, h& reducéo

da atividade de enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo como succinato



desidrogenase, citrato sintase @ (METTAUER ET AL, 2001), B-
hidroxiacildesidrogenase (KATz ET AL., 1993) e citocromo ¢ oxidase (HAMBRECHT
ET AL., 1997). Outros (OPASICH ET AL., 1996) observaram que pacientes com IC
depletavam mais glicogénio muscular e fosfato de creatina com concomitante
aumento de piruvato kinase, enzima envolvida no metabolismo anaerdbico que
individuos controles sem IC, apés um periodo de repouso “overnight”. Essas
reduzidas concentracbes de glicogénio muscular podem exacerbar a
dependéncia de metabolismo energético muscular por substratos alternativos
como aminoacidos, o que pode ser observado mesmo durante atividades
fisicas da vida diaria na IC (AQUILANI ET AL., 2005). Em nosso laboratorio foi
demonstrado que camundongos oaoa/o,cARKO  apresentavam — menor
desempenho em teste de esforc¢o fisico (MEDEIROS ET AL., 2008), diminui¢cdo da
atividade de citrato sintase e aumento da enzima da via glicolitica hexocinase
(BACURAU ET AL., 2009) confirmando alteragcdo metabdlica periférica nesse
modelo animal. Essas alteracbes demonstram que na IC, ha um acionamento
do metabolismo anaerobico de maneira precoce.

Dentre as alteracdes estruturais, observa-se que as fibras musculares
sofrem transicdo de um fenotipo mais oxidativo para um fendétipo mais
glicolitico, havendo uma reducdo na porcentagem de fibras do tipo | (lentas,
oxidativas e resistentes a fadiga) e aumento das fibras do tipo Ilb (rapidas,
glicoliticas e menos resistentes a fadiga) (HAMBRECHT ET AL., 1997; KETEYIAN ET
AL., 2003) bem como um quadro de rarefacdo vascular (SCARPELLI ET AL., 1999)
e volume e densidade mitocondrial reduzidos (HAMBRECHT ET AL., 1997).

Outra alteracdo importante é a atrofia muscular, que € a perda nao-
intencional de pelo menos 5% da massa muscular total (Kotler, 2000) e é
caracterizada por diminuicdo no conteudo protéico, reducdo no diametro das
fibras, diminuicdo da forca e menor resisténcia a fadiga (JACKMAN; KANDARIAN,
2004). Embora ndo haja estudos que identifiqguem a prevaléncia de atrofia
muscular em amostras representativas de pacientes com IC, em uma amostra
de pacientes cardiacos ambulatoriais 68% destes apresentaram evidéncia de
atrofia muscular (MANCINI ET AL., 1992).

O controle da massa muscular é realizado através de um equilibrio
dindmico entre proteinas que sao constantemente sintetizadas e degradadas. A

relacdo entre os processos catabolicos e anabdlicos é conhecida como balanco



protéico (PHILLIPS; GLOVER; RENNIE, 2009). Na atrofia muscular, esse equilibrio
é alterado, resultando em um balanco protéico negativo, ou seja, uma reducao
da sintese, aumento da degradacdo ou ambos (PHILLIPS; GLOVER; RENNIE,
2009). Na IC, os pacientes apresentam tanto uma reducdo na sintese protéica
como um aumento da degradacdo (MORRISON; GIBSON; RENNIE, 1988; TOTH ET
AL., 2010).

2.4 AviadamTOR e o musculo esquelético

Uma das vias de sinalizacdo ativadas que envolvem a regulacdo de
massa e que envolve tanto o0 processo sintético de proteinas como de
degradacdo protéica musculares é a da proteina serina-treonina cinase mTOR
(mammalian target of rapamycin) (GLASS, 2005; SCHIAFFINO; MAMMUCARI, 2011).

Esta compreende dois complexos protéicos distintos, o complexo 1
(TORC 1) e o complexo 2 (TORC 2). TORC 1 é sensivel a rapamicina, uma
droga imunosupressora, que, ao formar um complexo com outra proteina
FKBP-12 é capaz de inibir a atividade de mTOR (HEITMAN; MOWVA; HALL, 1991)
e recebe sinais provenientes de diversos estimulos como hormonais e fatores
de crescimento, contrateis e nutricionais (aminoacidos) (DRUMMOND ET AL.,
2009). O complexo 1 é formado pela mTOR, Raptor, mLST8 e PRAS40. Ja o
complexo 2 é formado pela mTOR, Rictor, mLST8 e mSin 1, € insensivel a
rapamicina agudamente e é responsavel pela fosforilagdo do residuo serina
473 da AKT, um efetor “upstream” da mTOR (SARBASSOV ET AL., 2006). Em
estado de hiperativacdo, a mTOR fosforila outra proteina, denominada p705%¢
(p70 ribosomal protein S6 kinase 1), além de 4E-BP1 que ativa a traducdo de
proteinas envolvidas no aparato de sintese protéica (KIMBALL;, JEFFERSON,

2006).

A traducdo do mRNA a proteina ocorrem em trés fases distintas: a fase
de iniciacdo, alongamento e a terminacdo que sdo compostas por diferentes
fatores que possuem papéis especificos, altamente regulados e coordenados
como os Fatores de Iniciacdo eucaribticos (elFs) e os Fatores de Elongacéo
(eEFs) (Proud, 2007). Embora haja varios desses fatores, a seguir, serdo

expostos apenas o0s de maior interesse para 0s propositos desse trabalho.



Um fator de iniciacdo denominado de elF2 (eukaryotic Initiation Factor
2) se liga ao GTP e ao met-tRNAI, formando o complexo elF2-GTP-met-tRNAI.
Parte desse complexo liga-se a subunidade ribossomal 40S, formando o
complexo pré-iniciador 43S. Para que esse reconheca e possa se ligar ao
RNAmM, é necessaria a atuacdo de outro complexo, denominado de elF4F,
formado pelas proteinas: elF4A, elF4B, elFAG e elFAE (WANG; PRouD, 2006).
O complexo elF4F liga o complexo 43S com a subunidade ribossomal 60S,
estabelecendo a unidade 80S. O complexo elF4F atua reconhecendo,
desenrolando e guiando o RNAm durante a traducao. O fator elF4E associado
ao elF4G identifica a regido terminal 5°"do RNAm na regi&io m’GTP e apds o
reconhecimento do cédon AUG, a traducdo € iniciada, onde o movimento do
complexo pelo RNAm é guiado pela atividade do elF4A, estimulado pelo elF4B
(VARY; LYNCH, 2007).

O mecanismo pelo qual a atividade de elF4F regula a iniciagdo da
traducdo envolve a modulacédo e disponibilidade de elF4E. Este ultimo pode
ligar-se a 4E-BP1 (repressora da tradugéo) e, enquanto estiver associado ao
complexo 4E-BP1, o RNAmM nao pode ligar-se a unidade ribossomal 80S. A
dissociacao do complexo 4E-BP1 é regulada pela atividade da proteina mTOR,
gue fosforila a 4E-BP1 e, consequentemente, causa dissociacdo do complexo,

liberando o elF4E que se associa ao elF4G (KIMBALL; JEFFERSON, 2004).

Ja entre os fatores de alongamento, considera-se como um dos mais
importantes o eEF2 que move o mMRNA e o peptidil-tRNA apés a formacédo da

ligacdo peptidica. E regulada pela mTOR, j& que esta ativa a p70°®

que
fosforila e inativa a enzima cinase fator de alongamento 2 (eEF2K), que por sua
vez permite que o eEF2 seja ativado e, consequentemente, ocorra a fase de

prolongamento (WANG; PRouUD, 2006).

2.5 Regulacéo da via mTOR

A ativacdo da via ocorre em resposta a diferentes fatores como a
insulina, o IGF-1 e outros ligantes do receptor de tirosina cinase. Depois de
ligado ao receptor, o IGF-1 promove a fosforilagdo do mesmo e, subsequente
fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS1). Este ativa a

translocacdo da PI3K (fosfatidil-inositol-3-kinase) para a membrana plasmatica,



que, por sua vez, promove a transfosforilacdo de PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato) em PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato). Este ultimo, fosforila a PDK
(cinase dependente de fosfoinositideos). A PDK fosforila AKT que pode regular
a via por pelo menos por dois fatores: um deles envolve a inibicdo das
proteinas TSC (tuberous sclerosis complex) 1 e 2. TSC1/TSC2 suprimem a
atividade de Rheb (RAS homolog enriched in brain), que ativam GTPases que
tem efeito estimulatério na ativacdo de mTOR. Além disso, AKT também
fosforila e inativa GSK3B (glycogen synthase kinase 3) (GLASS, 2005; KuBIiCA
ET AL., 2005).

A fosforilacdo de AKT também repercute diretamente na degradacao
protéica por inibir os fatores de transcricdo da familia FOXO (Forkhead box)
(MANNING; CANTLEY, 2007). Os fatores de transcricio FOXO estimulam
proteinas ubiquitinas ligases como atrogin e MURF 1 (muscle ring finger 1),
enzimas encarregadas de adicionar uma cauda de poli-ubiquitina a um
substrato protéico e direciona-lo para degradacéo pelo proteassoma (BODINE ET
AL., 2001). Esse sistema proteolitico recebe substratos dos outros sistemas
proteoliticos, seleciona, marca e degrada proteinas alvo. Atrogin, por sua vez,
também controla a sintese protéica por promover a ubiquitinacdo e a
degradacdo de elF3F (eukariotic translation initiation factor 3 subunit F),
reprimindo a ativacao de S6K por mTOR (CsIBIET AL., 2010).

Em estado de hiperfosforilagdo, AKT também € um modulador negativo
do metabolismo oxidativo via inibicdo de AMP-activated protein kinase (AMPK).
A fosforilagdo da AMPK inibe a via mTOR por ativar TSC-2 e por estimular a
fosforilacdo e inativacdo do eEF-2 (MOUNIER ET AL., 2011). Além disso, AMPK
também pode mediar a degradacdo protéica por aumentar a expressao de
atrogin e MURF (KRAWIEC ET AL., 2007). Outro sistema proteolitico que sofre
regulacdo negativa de mTORC-1 é autofagafico/ lisossomal, um processo
envolvendo proteases lisossomais como as catepsinas, que degradam

principalmente proteinas de membrana (MORDIER ET AL., 2000).
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FIGURA 1: Esquema generalizado da via de sintese protéica AKT/mTOR
envolvida na regulacdo da massa muscular.

A ativacdo da via ocorre em resposta a diferentes fatores como a insulina e o
IGF-1. Uma vez ligado ao receptor, o IGF-1 promove a transfosforilagdo do
mesmo e, subsequente fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS1).
Este ativa a translocacdo da PI3K para a membrana, que promove a
fosforilacdo do PIP2 em PIP3 e a subsequente fosforilacdo da PDK. A PDK
fosforila AKT, estimulando a ativacdo da mTOR que regula os fatores de inicio
da traducado e alongamento. A AKT também fosforila inibitoriamente FOXO, um
fator de transcricAo responsavel pela ativacdo de genes constituintes de
sistemas proteoliticos, como ubiquitina-proteassoma e autofagia. A proteina
Rheb € uma GTPase que também tem efeito estimulatério sobre mTOR. Esta
pode ser inibida por TSC 1/2. O eixo TSC e AMPK (AMP-activated protein
kinase) tem importante regulacdo na homeostasia da energia celular, e regulam
a mTOR, inibindo-a. As setas indicam ativacéo, as barras indicam inibicdo e os
circulos verdes fosforilacao.

2.6 Treinamento Fisico e Insuficiéncia Cardiaca

Ao contrario do que ocorria até meados da década de 80, quando se
aconselhava o repouso absoluto como conduta destinada a reduzir o estresse
sobre o sistema cardiovascular jA& comprometido na IC, o treinamento fisico
demonstrou ser uma conduta muito (til, segura e capaz de melhorar a
capacidade funcional de pacientes, apds infarto agudo do miocardio

(BELARDINELLIET AL., 1996).
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Atualmente, o treinamento fisico aerébico vem sendo apontado como
uma estratégia ndo farmacologica coadjuvante no tratamento da IC
demonstrando potenciais beneficios que se traduzem em melhora significativa
na tolerancia ao exercicio, no alivio parcial dos sintomas de dispnéia e fadiga,
distdrbios do sono, melhora na classe funcional, na qualidade de vida além de
reducéo da frequéncia de internacdes hospitalares (BELARDINELLI ET AL., 1999;
KULCUET AL., 2007; DAVIES ET AL., 2010).

Foram observados com treinamento fisico aerdbico melhora do fluxo
sanguineo na musculatura, ressaltando uma diminuigdo da resisténcia vascular
periférica (ROVEDA ET AL., 2003), atenuacdo da sensibilidade ergoreflexa, com
melhora das respostas ventilatorias (PIEPOLI ET AL., 1996), funcdo endotelial e
perfuséo coronariana (HAMBRECHT ET AL., 1998; GIELEN; HAMBRECHT, 2001).

Na musculatura esquelética, o0 treinamento fisico aumentou a
capacidade oxidativa muscular e a densidade mitocondrial (BELARDINELLI ET AL.,
1995). Também demonstrada reduzida deplecdo de fosfocreatina e aumento
dos niveis de ADP durante o exercicio, além de aumento da ressintese de
fosfocreatina, apdés o exercicio (ADAMOPOULOS ET AL., 1993). Outros
investigadores observaram aumentos significativos na atividade enzimatica de
citrato sintase (TYNI-LENNE ET AL., 1997), angiogénese (Gustafsson et al., 2001)
e reversao da razéo entre fibras do tipo I/ fibras do tipo Il (HAMBRECHT ET AL.,
1997).

2.7 Treinamento Fisico e Atrofia Muscular

O tecido muscular esquelético é capaz de responder ao aumento de
demanda mecanica, que tem sido considerado o mais eficiente estimulo para a
resposta hipertréfica (MiYAzAKI; ESSER, 2009).

Quando expostos ao aumento de tensdo ativa, tal como ocorre na
contracdo muscular, com realizacédo de trabalho pelo recrutamento do aparato
contratil, formam-se novos sarcémeros “em paralelo”, ao que se denomina de
hipertrofia radial (ADAMS ET AL., 2004), mas também pode responder com novos
sarcOmeros “em série” no caso de aplicacdo de tensdo passiva, como ocorre
com estiramento prolongado, chamada de hipertrofia longitudinal (GOLDSPINK;

WILLIAMS; SIMPSON, 2002).
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Consistente com o seu papel no aumento da sintese protéica muscular,
a via da mTOR é fundamental para o crescimento do musculo esquelético,
frente a demanda mecénica, seja ela proveniente de tenséo ativa (BODINE ET
AL., 2001; PALLAFACCHINA ET AL., 2002), bem como a tensdo passiva (AOKI ET
AL., 2006). Corroborando com esses dados, em animais opa/a2cARKO
utilizando treinamento fisico aerébico em esteira, ja foi demonstrado que este
era capaz de prevenir totalmente a atrofia muscular observada pela area de
seccao transversa no muasculo so6leo, mas que este efeito era totalmente
abolido quando estes animais eram tratados com rapamicina, um inibidor de
mTOR (Jannig, 2010), sugerindo ndo somente o envolvimento dessa via no
modelo referente, mas que o treinamento fisico aerdbico € capaz de agir
através desta. Fato este particularmente interessante, pois apesar de
reconhecermos que o treinamento fisico resistido € mais eficiente do ponto de
vista de gerar hipertrofia, os potenciais efeitos adversos do aumento da pos
carga durante a fase de levantamento de massa limitam suas aplicacbes em
programas de reabilitacdo, necessitando serem executados em baixa
intensidade, por medida de seguranca e apenas como complemento do
treinamento fisico aerdbico (Forjaz et al., 2006). Além disso, optamos pelo
treinamento fisico aerdbico como estratégia anti-atrofica, pois ja foi reportada
anteriormente no mesmo modelo animal, que este era capaz de atenuar a
atrofia muscular restabelecendo o trofismo para niveis proximos aos

camundongos sem IC (BACURAU ET AL., 2009).

2.8 Leucina e Musculo Esquelético

Dentre as diversas funcbes da leucina, destacam-se a sua participacao
como substrato para a sintese protéica, como substrato energético, carreadora
de nitrogénio para sintese de alanina e glutamina e desencadeadora de
sinalizacdo anabdlica nutricional (Layman, 2002).

Dos BCAAs, que sdo os aminoacidos mais abundantes nos musculos,
correspondendo a cerca de 1/3 de toda a proteina muscular, a leucina €&
guantitativamente o mais oxidado (Mero, 1999). O primeiro passo do
catabolismo da leucina € a reacdo catalizada por uma aminotransferase

especifica para BCAAs. Por possuir baixa atividade de aminotransferase de
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BCAAs o figado ndo os degrada diretamente (SURYAWAN ET AL., 1998) e isso
permite que apds serem absorvidos no intestino, os BCAAs sejam direcionados
principalmente aos tecidos extra-hepaticos como o musculo esquelético,
diferentemente de outros aminoacidos, que sdo oxidados primariamente no

tecido hepético (SHIMOMURA ET AL., 2004).

Ao sofrerem acdo da aminotransferase mitocondrial especifica para
BCAAs no musculo, a leucina € convertida em um a-cetoacido de cadeia
ramificada (BCKA), o a-cetoisocaproato (KIC) e glutamato (SHIMOMURA; HARRIS,
2006). O glutamato é transaminado com o piruvato formando alanina; ou
aminado por meio da reacdo catalisada pela enzima glutamina sintetase, para
formar glutamina (ROGERO; TIRAPEGUI, 2008). O KIC, por sua vez, pode seguir
duas vias: uma, na qual sofre outra reacao catalizada por uma desidrogenase
especifica para BCAAs, o complexo cetoacidos de cadeia ramificada (BCKDH)
(HARPER; MILLER; BLOCK, 1984; HARRIS; JOSHI; JEOUNG, 2004). A outra via seria
a oxidacao de KIC a B-hidroximetilbutirato (HMB) no citosol dos hepatocitos e
outros tecidos através da acgdo da enzima KIC-desidrogenase, na qual se
calcula que, cerca de 5% do total de leucina ingerida seja oxidada a HMB (VAN
KOEVERING; NISSEN, 1992). A partir desta, poderia se ter duas rotas alternativas:
a excrecdo urinaria de HMB (10 a 40% do total sintetizado) e a outra, a
conversdo do HMB em Hidroximetilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) redutase,

envolvida na formacé&o de colesterol (NISSEN ET AL., 2000).

Embora os efeitos da leucina no trofismo muscular parecam ser, em
parte, através do aumento da sintese protéica, mais especificamente através
da via da mTOR (ANTHONY ET AL., 2000; KIMBALL; JEFFERSON, 2006), os efeitos
nessa via parecem ser tempo-dependentes, com duracdo em torno de 1 a 1*2
hora (CROZIER ET AL., 2005) retornando aos valores basais apés. Levando isso
em consideracao, foi sugerido que a leucina fosse consumida durante varias
vezes ao dia com intuito de ampliar seus efeitos troficos (NORTON ET AL., 2009).
Também foi demonstrado que a leucina é capaz de atenuar a degradacao
protéica através da inibicdo de autofagia (MORDIER ET AL., 2000; NICKLIN ET AL.,
2009) e do sistema ubiquitina proteassoma (COMBARET ET AL., 2005),
especialmente quando associada ao treinamento fisico (SALOMAO ET AL., 2010).

Além de seus efeitos na via mMTOR e sistemas proteoliticos
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autofagicol/lisossomal e  ubiquitina-proteassoma foi observado que
determinados aminoacidos podem alterar a expressao de microRNAs e atenuar
a expressao génica de miostatina, que reprime o0 cresimento muscular

(DRUMMOND ET AL., 2009).

Uma questéo ainda pouco compreendida é a relacao entre “o quanto” os
efeitos na sintese/degradacédo sédo causados pela leucina ou os produtos de
seu metabolismo como HMpB, KIC ou mesmo a glutamina. Os efeitos na
degradacdo protéica, por exemplo, parecem ser atribuidos, em parte, ao HM(
ou mesmo o KIC uma vez que inibidores da transaminagéo da leucina inibem
seu efeito sobre o catabolismo protéico, mas nao afetam seu efeito
estimulatorio sobre a sintese protéica (SMITH; WYKE; TISDALE, 2004). Lynch e
cols. (2002) sugeriram que o KIC é responsavel pela ativagéo da via e ndo a
leucina. Contudo, sabe-se que a reacgdo catalizada pela aminotransferase de
BCAA mitocondrial é reversivel, e, portanto, a conversao de KIC a leucina pode
acontecer mesmo apos o tratamento com KIC. Um estudo envolvendo um
modelo de camundongo knockout (KO) para aminotransferase de BCAA
mitocondrial, portanto, inibindo a geracdo de KIC, demonstrou que esses
animais KO eram capazes de aumentar a fosforilacdo de 4EBP1 e S6K1 no
musculo esquelético com a realimentacdo, sugerindo que a leucina, nao KIC,
estimula sinalizagcdo de mTORC (SHE ET AL., 2007).

A glutamina, por sua vez, também pode influenciar a ativacdo da via
MTOR (NICKLIN ET AL., 2009) sendo o aminoacido com a mais alta taxa de
sintese no musculo esquelético (Wagenmakers, 1999). Um estudo (SHE ET AL.,
2010), utilizando o0 mesmo modelo de camundongo KO para aminotransferase
de BCAA mitocondrial, demonstrou que esses animais KO apresentavam
sintese de glutamina intramuscular reduzida o que repercutia em menor

tolerancia ao esforco que os camundongos selvagens.
2.9 Regulacédo do metabolismo dos BCAAs pelo exercicio fisico
A maioria dos estudos envolvendo manipulacao nutricional de BCAAs e

metabolismo do exercicio tem focado nos efeitos dos BCAAs e as

repercussdes deste no desempenho no esforco, mas poucos tém buscado
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elucidar os mecanismos pelo quais o exercicio desempenha sobre o

metabolismo de BCAASs.

Como o0 passo limitante do catabolismo dos BCAAs € a reacao
irreversivel catalisada pela BCKD, a atividade dessa enzima é que controla o
estado de equilibrio dos BCCAs e BCKAs. Em niveis baixos de BCAAs no
plasma, a subunidade Ela é hiperfosforilada pela cinase de BCKD, levando a
menor atividade de BCKD e uma maior preservacdao de BCAAs. Em altos
niveis de BCAAs, a subunidade Ela é desfosforilada pela fosfatase BCKD,
levando a uma maior atividade de BCKD e a remocéo do excesso de BCAAs
(HARRIS; JOSHI; JEOUNG, 2004).

Durante décadas, a maior parte dos estudos envolvendo a regulacéo
dos BCAAs e BCKAs enfatizavam apenas a cinase de BCKD e so6
recentemente a identificacdo de uma serina/treonina fosfatase do tipo 2C
mitocondrial (PP2Cm) esclareceu melhor sobre o seu papel no catabolismo dos
BCAAs (LU ET AL., 2007; LU ET AL., 2009).

Em relacdo ao treinamento, ao contrario do que ocorre com o exercicio
agudo, no qual ha uma baixa atividade de BCKDH-cinase e aumento da forma
ativa de BCKDH (KASPEREK, 1989; JACKMAN ET AL., 1997; MCKENZIE ET AL.,
2000; Xu, M. ET AL., 2001) o treinamento diminui o estado de ativacdo do
complexo BCKDH. Foi demonstrado que ratos treinados apresentam maior
atividade de BCKD-cinase que destreinados (FuJil ET AL., 1998). Por outro lado,
estudos com humanos (MCKENZIE ET AL., 2000; HOWARTH ET AL., 2007)
demonstraram que o treinamento diminui o0 estado de ativacdo do complexo
BCKDH, provavelmente por uma resposta adaptativa. Outro estudo (MCKENZIE
ET AL., 2000) demonstrou que apos 38 dias de treinamento em cicloergbmeto a
60% do VO2 pico durante 90 min./sessdo houve reducdo da oxidacdo de
leucina e do estado de ativacdo do complexo BCKDH durante uma unica
sessdo de exercicio. Adicionalmente, apos seis semanas de treinamento, tanto
aerobico continuo como intervalado de alta intensidade foram capazes de
diminuirem o estado de ativacdo de BCKDH e aumentar a expressao protéica

de BCKDH cinase em musculo esquelético (HOWARTH ET AL., 2007).
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2.10 Efeitos adversos da suplementagdo com leucina

Alguns efeitos adversos também tém sido relatados pela administracéo
excessiva de leucina. Por exemplo, uma possivel reducdo plasmatica dos
outros dois aminoacidos de cadeia ramificada, valina e isoleucina (NAIR ET AL.,
1992; Towm; NAIR, 2006), pelo excesso de KIC gerado como conseqiiéncia do
consumo excessivo de leucina, inibindo a atividade de BCKD cinase e
consequentemente o aumento da atividade do complexo BCKDH que reduziria
a disponibilidade de outros aminoacidos (PAXTON; HARRIS, 1984; SHIMOMURA,
HARRIS, 2006).

Reforcando o fato de que a ativagédo do complexo BCKDH pode alterar a
disponibilidade de aminoacidos para a sintese protéica, também foi
demonstrada diminuida ativacdo de mTOR por KIC (ISHIGURO ET AL., 2006;
NAKAI ET AL., 2006), e de miopatia e reducdo da concentracdo proteica
muscular em ratos apos tratamento com acido clofibrico, um analogo estrutural
de KIC (TERAVAINEN; LARSEN; HiLLBOM, 1977; PAUL; ADIBI, 1979). Outro efeito
relatado € a resisténcia a insulina (BALAGE ET AL., 2011). De fato, a leucina € um
dos aminoacidos que apresenta efeito secretagogo da insulina mais potente,
principalmente através de seu catabdlito KIC e da geracao de a-cetoglutarato,
via glutamato desidrogenase, gerando ATP, aumentando o influxo de calcio

necessario para a secrecao de insulina (Xu, G. ET AL., 2001).

A hiperativacdo da via mTOR por aminoacidos também causa, por um
mecanismo de “feedbeck”, a fosforilacdo de residuos serina do substrato do
receptor de insulina (IRS1), que por sua vez causa uma rapida desativacado da
PI3K, comprometendo desta forma a resposta periférica frente a insulina
(TREMBLAY; MARETTE, 2001; BOURA-HALFON; Zick, 2009). Assim, foi
argumentado que aminoacidos utilizados para promover o0 anabolismo protéico
muscular pode, por sua vez, inibirem os primeiros passos de sinalizacdo da
insulina e ulteriormente promover resisténcia a sua acdo (TREMBLAY ET AL.,
2007).

7

Outro efeito adverso possivel é a citotoxidade do acumulo de
BCAAs/BCKAs na sobrevivéncia dos cardiomiécitos, ja que foi demonstrando

gue camundongos deficientes de PP2Cm apresentam niveis significantemente
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mais elevados de espécies reativas de oxigénio e sdo mais suscetiveis a
transicdo de permeabilidade mitocondrial induzida pelo célcio, uma
permeabilizacdo nédo-seletiva da membrana mitocondrial interna que leva a
disfungdo dessa organela levando a morte celular por apoptose (LU ET AL.,
2007). Os efeitos metabodlicos do acumulo de BCAAsS/BCKA pode ser
particularmente patolégico ao coracdo, pois podem inibir o transporte e a
utiizacdo de &cido graxos e piruvato, principais substratos energéticos
cardiacos (SAHAET AL., 2010).

Os efeitos da carga excessiva de aminoacidos/ proteinas sobre a funcao
renal também tem sido alvo de discussdo (MARTIN; ARMSTRONG; RODRIGUEZ,
2005). Entretanto, as evidéncias para efeitos deletérios, sdo mais consistentes
apenas para individuos com doenca renal pré-existente (LENTINE; WRONE,
2004). A hipotese mais sustentada a esse respeito € a Hipotese de Brenner
(BRENNER; MEYER; HOSTETTER, 1982) que propde que o consumo de proteinas
excessivo aumenta a pressao glomerular e a hiperfiltracéo renal, pelo aumento
do fluxo sanguineo gerado por estas, 0 que induziria a uma série de respostas
hormonais e, a longo prazo, alteracfes estruturais como esclerose glomerular.
Outro aspecto levantado € que a alta carga protéica pode levar a excrecdo de
substancias potencialmente litogénicas como calcio e &acido urico (Reddy,
2002). E ainda, outros argumentam que a producdo de uréia, linearmente
proporcional ao consumo de proteinas na dieta, poderia aumentar e causar
uma sobrecarga renal, pelo fato destes serem responsaveis pela excrecéao de

uréia (BANKIR ET AL., 1996).

2.11 Leucina e Sintese Protéica

Os efeitos da leucina na sintese protéica sdo atribuidos ao aumento da
eficiéncia da iniciacao da traducéo protéica e a fase de alongamento (ANTHONY
ET AL., 2000; BOLSTER; KIMBALL; JEFFERSON, 2003). Pelo menos dois dos passos
envolvidos nestas estdo sujeitas a regulacdo pela leucina. Um deles € o
sequestro de elF4E por 4E-BP1. A leucina estimula a fosforilacdo de 4E-BP1,
gue na forma fosforilada ndo se liga ao elF4E, e, assim, a inicia¢do da traducao
é iniciada (KIMBALL; JEFFERSON, 2006). Outro mecanismo é através da p70°%,

pois quando esta € ativada, fosforila e inativa a enzima cinase do fator de
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alongamento 2 (eEF2K), que por sua vez permite que o eEF2 seja ativado, e,
assim, a fase de prolongamento (Stipanuk, 2007). Por outro lado, néo parece
gue a leucina exerce efeito estimulatorio na ligagdo do met-tRNAi (met-tRNAI) a
subunidade 40S (VARY; JEFFERSON; KIMBALL, 1999).

Outro aspecto interessante € que mesmo na auséncia de aumentos nos
niveis de insulina, a leucina demonstrou ser capaz de estimular a sintese
protéica (ANTHONY; ANTHONY; LAYMAN, 1999), contudo, quando se administra
leucina exdgena e ha aumento dos niveis de insulina, € observado um aumento
mais exacerbado na taxa sintética protéica (ANTHONY ET AL., 2002; CROZIER ET
AL., 2005) sugerindo que a leucina estimula a sintese protéica
independentemente da insulina, mas que esta Ultima oferece um efeito
permissivo e sinérgico com a leucina. Adicionalmente, as a¢des da leucina na
MTOR e fatores de iniciacdo séo independentes de AKT (LIU ET AL., 2002), que
é estimulada pela insulina (WANG; SuL, 1998).

O mecanismo pelo qual a leucina estimula mTOR diretamente ainda n&o
€ bem compreendido. Contudo, alguns candidatos tém sido sugeridos, como
por exemplo, uma classe 3 de fosfatidil inositol-3-cinase (PI3K) denominada de
human vacuolar protein sorting (hVps34), que estimula mMTOR e seus
substratos dowstream (BYFIELD; MURRAY; BACKER, 2005; NOBUKUNI ET AL.,
2005); uma classe 4 de mitogen-actived protein kinase (MAPK-4), anica MAPK
sensivel a aminoacidos (FINDLAY ET AL., 2007); por um mecanismo dependente
de um transportador bidirecional que regula a entrada de glutamina e
aminoacidos neutros na célula (NICKLIN ET AL., 2009); e através de Ras
homologue enriched in brain (RHEB), que em sua forma ativa (ligada ao GTP)
interage diretamente com mTORC 1 por se ligar a Raptor (SANCAK ET AL.,
2008); através de fosfolipase D e de seu produto, acido fosfatidico, que se liga
a TORC através da proteina FKBP12 (XU ET AL., 2011).

Por fim, considerando o fato de que a leucina e o estimulo mecéanico
ativam mTOR de maneira independente (HORNBERGER; CHIEN, 2006), que a
MTOR também é um ponto de “convergéncia” dos sinais desencadeados por
ambos (KIMBALL; JEFFERSON, 2010) e que a interacdo dos dois estimulos
geralmente resulta em “amplificacdo da sinalizacdo celular anabdlica”

(KOOPMAN ET AL., 2005; DREYER ET AL., 2008; MACKENZIE ET AL., 2009) é possivel
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gue a associacdo de treinamento fisico aerébico com a suplementacdo de
leucina se traduzam em otimizacdo dos efeitos anabdlicos, j& demonstrados

por cada estratégia separadamente.

3. JUSTIFICATIVA

Apontada como a via final de quase todas as doencas do aparelho
circulatério, a IC representa um importante problema de salde publica,
considerando-se a prevaléncia crescente e a morbimortalidade associada.
Estima-se que existam 5,8 milhdes de pacientes com IC somente nos Estados
Unidos (American Heart Association, 2010) e 15,8 milhdes no Continente
Europeu (European Society of Cardiology, 2008). Ja no Brasil, 0 niumero de
pacientes chega a 7 milhdes, gerando despesas de mais de 37,5 milhdes de
reais anualmente, apesar do numero de internacbes ter diminuido,
comparando-se 0s anos de 2000 e 2007 (BOCCHI ET AL., 2009). Nao obstante, o
envelhecimento populacional tende a aumentar a incidéncia de IC, uma vez
gue esse segmento especifico da populacdo apresenta maior prevaléncia de
doencas cardiovasculares e a IC é a principal causa de internacédo de pacientes
a partir dos 65 anos de idade no Sistema Unico de Salde (ARAUJO ET AL.,
2005). Esses dados, em conjunto, demonstram que nos proximos anos
teremos o desafio de conviver com mais pacientes cardiacos e sustentam a
importancia das estratégias terapéuticas.

Apesar de varios trabalhos demonstrarem que a suplementacdo de
leucina pode ser benéfica em varias condicfes atréficas (DE BANDT; CYNOBER,
2006; NICASTRO; ARTIOLI; ET AL., 2011) e que suplementos ricos em leucina em
pacientes com IC (SCOGNAMIGLIO ET AL., 2008; ROZENTRYT ET AL., 2010)
apresentaram resultados bastante promissores, ndo se tem conhecimento,
ainda, sobre seus efeitos isoladamente na IC e se os efeitos do treinamento
fisico aerdbico podem ser potencializados com a suplementacéo de leucina em
um estagio avancado dessa sindrome.

A hiperatividade simpatica apesar de inicialmente compensatéria e
benéfica (BREDE ET AL., 2002), cronicamente, além dos ja bem conhecidos

prejuizos na funcao contratil cardiaca (ALTMAN ET AL., 1999; BRUM ET AL., 2002;
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LOHSE; ENGELHARDT; ESCHENHAGEN, 2003; BRUM ET AL., 2006), também incide
na musculatura esquelética, estando associada a atrofia muscular (BACURAU ET
AL., 2009). Como a atrofia muscular tem sido relacionada a diminuicdo da
qualidade de vida e pior prognéstico, 0 modelo de camundongos owalo,cARKO
parece adequado para o estudo das modificagfes induzidas pela hiperatividade
simpética, bem como para avaliar estratégias de intervencdo. Assim, foi de
grande interesse o estudo do possivel efeito protetor do treinamento fisico e da
suplementacao de leucina, podendo abrir perspectivas nas estratégias capazes
de modularem o trofismo muscular esquelético e, possivelmente, melhorar a

gualidade de vida e prognéstico de pacientes com IC.

4. OBJETIVOS

4.1 Geral
Estudar a contribuicdo das diferentes terapias associadas (treinamento
fisico e suplementagdo com leucina), no fendtipo de fibras e na atrofia muscular
esquelética apendicular desencadeada por IC em modelo genético de

cardiomiopatia induzida por hiperatividade simpatica.

4.2 Especificos

Avaliar em camundongos controle, a2a/a,cARKO  sedentério,
oz2alo2cARKO treinado, apa/a.cARKO recebendo suplementacdo com leucina e
oz2alo2cARKO treinado recebendo suplementacdo com leucina:
a) A funcéo ventricular esquerda;
b) A frequéncia cardiaca semanalmente;
c) A massa corporal semanalmente;
d) A razado massa Umida/massa seca dos pulmdes e figado;
e) As concentracdes plasmaticas de TNF-a e Insulina e a tolerancia a glicose;
f) O consumo alimentar;
g) A distribuicdo dos diferentes tipos de fibras nos musculos séleo e plantar;
h) A area de seccdao transversa dos diferentes tipos de fibras musculares nos

musculos séleo e plantar;

i) A capilarizacdo do musculo séleo;
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J) A expresséo de proteinas envolvidas na via da mTOR nos musculos soleo
e plantar;

k) A funcéo renal,

[) A curva de sobrevida durante o periodo experimental.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 Amostra
Utilizamos camundongos machos KO e controle (MCKENZIE ET AL.) da
linhagem C57/BL6, provenientes do Biotério do laboratério de Fisiologia Celular
e Molecular do Exercicio da Escola de Educacédo Fisica e Esporte da USP. No
inicio do estudo os camundongos estavam com seis meses de idade, onde a

cardiomiopatia é considerada grave e a mortalidade cerca de 70% (Figura 2).
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Figura 2. Sobrevida de camundongos com cardiomiopatia induzida por
hiperatividade simpatica.

Os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio de Fisiologia
Celular e Molecular do Exercicio na Escola de Educacédo Fisica e Esporte da

USP com temperatura controlada entre 22 e 25°C, em ciclo claro-escuro
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invertido em 12:12 horas, com inicio do periodo escuro as 7 horas da manha e
inicio do periodo claro as 19 horas.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios
Eticos de Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) (www.cobea.org.br) sendo o Projeto

referente a esta Dissertacdo de Mestrado aprovada pelo Comité de ética em
Pesquisa da Escola de Educacédo Fisica e Esportes da Universidade de Sao
Paulo em 4 de Setembro de 2009 (Protocolo 2009/28). A eutanasia dos

animais foi realizada por deslocamento cervical.

5.2 Grupos Experimentais

Foram estabelecidos cinco grupos experimentais, um controle e quatro
ozala2cARKO, sendo eles:

» Grupo Controle (WT): camundongos C57/BL6 sedentéarios e recebendo
placebo (dgua destilada).

» KO sedentario (KO): camundongos ooa/o,cARKO sedentarios e
recebendo placebo.

» KO leucina (KOL): camundongos aga/a,cARKO  sedentéarios
suplementados com leucina.

» KO treinado (KOT): camundongos a.a/a,cARKO recebendo placebo e
submetidos ao treinamento fisico.

» KO treinado+leucina (KOLT): camundongos opa/a,cARKO submetidos

ao treinamento fisico e suplementados com leucina.

5.3 Treinamento Fisico (estimulo mecanico)

O treinamento fisico foi realizado em esteira rolante, em intensidade
moderada, com predominio de metabolismo aerdbico, conforme padronizado
anteriormente em nosso laboratério (FERREIRA ET AL., 2007). Mais
especificamente, realizamos quatro semanas de treinamento fisico em esteira

rolante (do 6° aos 7° més de idade), com sessfes de exercicio com duracao de
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60 minutos, seis vezes por semana, a 60% da velocidade maxima atingida no
teste de exercicio fisico progressivo até a exaustao.

Para verificarmos a eficacia do treinamento fisico avaliamos: a) a
frequéncia cardiaca de repouso, medida semanalmente pelo método de
pletismografia de cauda e a tolerdncia ao esfor¢o fisico por meio de teste
progressivo até a exaustdo (ver descricdo abaixo), antes e apds o periodo de

treinamento fisico.

5.4 Suplementacdo com Leucina

A suplementacé&o com L-leucina (Ajinomoto® lote 08BLEAQ0O01) foi utilizada
com o intuito de minimizar a perda de massa muscular nos camundongos
oza/02cARKO e foi realizada via intragastrica (gavagem) a partir do 6° més de
idade, durante quatro semanas, na dose de 1,35g/kg diariamente (ANTHONY ET
AL., 2002). Os animais tiveram livre acesso a agua e racao (padrédo para
roedores Nuvilab CR-1), a qual fornecia 3,4Kcal por grama.

Para verificarmos se o quadro de IC desenvolvido pelos camundongos
ozaloocARKO é acompanhado de reducdo na ingesta e, portanto, se a
suplementacao com leucina traria beneficios adicionais, uma parte dos animais
do estudo foi mantida em gaiolas metabdlicas para camundongos (Beiramar) a
partir da qual permitiu a quantificacdo da ingesta e a excre¢ao de urina destes
animais, em trés diferentes periodos. Antes do periodo experimental,
aproximadamente na metade (15° dia do periodo experimental) e apos 30 dias.
Ressalta-se que antes de serem colocados em gaiolas metabdlicas em
periodos de 24 horas, 0s animais passavam por um periodo de adaptacao
(cerca de 4 a 6 horas).

A partir dos dados referentes ao consumo alimentar, foi calculada a
eficiéncia alimentar atraves da formula: Pf - Pi/ingestao alimentar média, onde
Pf= massa corporal no final do experimento, Pi= massa corporal no inicio do
experimento e ingestao alimentar média= média entre energia total ingerida
durante os trés diferentes momentos supracitados, em kilocalorias (Kcal). As
informacBes fornecidas pelo fabricante da racdo foram utilizadas para os
célculos referentes ao consumo. Além disso, para verificar a quantidade

especifica dos aminoacidos contida na racdo, enviamos duas amostras da
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racdo para analise da composi¢cdo aminoacidica por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC) em um Laboratério de Bromatologia na Cidade de

Campinas-SP. O aminograma encontra-se no ANEXO A.

5.5 Tolerancia a Realizac&o de Exercicio Fisico

A tolerancia ao esforco fisico foi avaliada por meio de teste progressivo
em esteira até a exaustdo, onde os animais realizaram um teste de protocolo
escalonado de exercicio fisico, com velocidade inicial de 6 m/min e
incrementos na velocidade da esteira de 3 m/min a cada 3 minutos, até a
exaustdo do animal (Figura 3). Este teste foi realizado antes do inicio do
protocolo de treinamento fisico e da suplementacéo, e apds o término dos

mesmos (FERREIRA ET AL., 2007).

Iticio —p

Repouso

Figura 3. Esquema ilustrativo do protocolo de exercicio fisico escalonado

progressivo até a exaustao para camundongos.

5.6 Funcédo Muscular

Embora grande parte da resposta ao teste maximo em esteira esteja
relacionada ao sistema muscular esquelético, para confirmar se esses
resultados se reproduziriam em outros testes funcionais, optamos por realizar
mais outros trés testes: o de forca de preensédo (grip), o do rotarod e o de
deambulacdo. Resumidamente, no primeiro, o de grip, os animais foram
posicionados de maneira a utilizar as patas tracionando contra um sistema
capaz de mensurar a forca (em Newtons) (transdutor de forca modelo: DFE-

002, San Diego Instruments, San Diego, Cal, EUA) (ANDERSON; ABDUL,;
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STEWARD, 2004). O outro teste, o do Rotarod, tem o propdsito de avaliar o
desempenho motor, equilibrio e a fadiga muscular. O teste foi realizado no
aparelho 755 da IITC Life Science (Woodland Hills, CA, EUA), o qual possui um
cilindro programado para apresentar velocidade inicial de 1 rpm e velocidade
final de 40 rpm, com duracdo maxima de até 300 segundos, sendo a
aceleracéo constante durante todo o experimento. O animal equilibrava-se sob
o cilindro e o tempo (em segundos) alcancado até a queda era anotado e o
resultado do teste considerado como o0 maior tempo alcancado em trés
tentativas (TURGEMAN ET AL., 2008). O teste de deambulacdo é baseado no
comprimento da passada, sendo inferido que quanto maior o comprimento da
passada melhor a fungcdo muscular do animal. Os animais foram previamente
mantidos em contato (pelas patas traseiras) em um depdsito contendo tinta,
com intuito de promover pegadas sobre um papel mantido em um corredor com
comprimento de 50cm; 8cm de largura e 20cm de altura das paredes laterais
(VIERA ET AL., 2008). Através dessas pegadas sobre o papel, foram

mensuradas e calculadas o tamanho médio do comprimento da passada.

5.7 Registro Indireto da Frequéncia Cardiaca

A medida indireta da frequéncia cardiaca foi realizada pelo método de
pletismografia de cauda, por meio de um sistema especifico para
camundongos (Kent Scientific, EUA), o qual foi composto por quatro caixas
restritoras (3 cm de largura e 3,3 cm de altura), montadas sobre uma superficie
aguecida.

A cauda dos animais passava através dos manguitos e era fixada com
fita adesiva entre a fonte de luz e o fotorresistor, localizados acima e abaixo da
cauda, respectivamente. Avaliado fotoeletricamente, o fluxo sanguineo nas
caudas produzia ondas oscilatérias que foram digitalmente mostradas 200
vezes por segundo por canal, e analisadas antes e durante uma rotina
programavel de inflagem e desinflagem do manguito. Os valores médios de
frequéncia cardiaca de repouso foram obtidos ap6s cada rotina do
equipamento.

Previamente ao inicio e durante todo o protocolo experimental, a

frequéncia cardiaca foi registrada uma vez por semana, no dia em que 0s
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animais dos grupos de treinamento fisico ndo realizarem a sesséo de exercicio
fisico. Para a determinacdo da frequéncia cardiaca de repouso foram
consideradas as médias de seis registros realizados no mesmo dia. Cabe
ressaltar que na semana anterior ao inicio do protocolo experimental, todos os
animais foram adaptados ao sistema, ou seja, diariamente, todos os animais
passavam pela rotina de registro indireto da frequéncia cardiaca, com o

objetivo de adaptacédo ao equipamento e consequente diminuicdo do estresse.

5.8 Avaliacdo da Funcdo Ventricular através de Ecocardiograma

Para confirmar a IC, um dos parametros utilizados foi a avaliagdo da
fungéo ventricular a qual foi realizada através de avaliagcdo ecocardiografica. As
medidas ecocardiograficas seguiram as recomendacdes do Comité de
Padronizagdo do modo M da Sociedade Americana de Ecocardiografia (SAHN
ETAL., 1978).

O exame ecocardiografico transtoracico foi realizado antes e apos o
periodo de intervencdo em todos o0s grupos estudados por um dnico
observador e com os animais anestesiados através do anestésico halotano 1%
com fluxo 1 I/min. Este animal anestesiado foi colocado em decubito dorsal em
uma mesa cirurgica apropriada para o0 posicionamento do transdutor no
hemitérax esquerdo do animal. Foi utilizado o equipamento SEQUOIA 512
(ACUSON Corporation, Mountain View, CA), com transdutor de 15 MHz. As
imagens foram feitas a uma frequéncia de cerca de 14 MHz, para a otimizacao
da resolucado e a penetracdo do animal. Para registro das imagens foi utilizado
gel de transmisséo para ultra-som de viscosidade média/alta (General Imaging
Gel, ATL. Reedsville, EUA) e foram armazenadas em CD e em fitas de
videocassete (Sony SVO-9500 MD).

A partir da visualizacdo do ventriculo esquerdo (corte transversal) ao
nivel dos musculos papilares foi realizado o modo M e obtidas as medidas do
diametro diastolico (DDVE) e sistélico (DSVE) do ventriculo esquerdo. Com
estas medidas, foi calculada a fracdo de encurtamento (FS) do ventriculo
esquerdo: FS (%)=[DDVE-DSVE/ DDVE)x(100)].
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5.9 Concentracdes plasmaticas de TNF-a e Insulina

Foram quantificadas por kits especificos para Elisa, seguindo as
recomendacdes do fabricante para insulina e para TNF-a (Millipore, INC-EUA).

5.10. Glicemia e Teste de tolerancia a glicose
Parte dos animais foi mantida em jejum por 12h e foi verificada a
glicemia de jejum com o aparelho Accu-Check Advantage Il. Para o teste de
tolerancia a glicose, o mesmo periodo de jejum, seguido de administracdo na
cavidade peritoneal de uma solucdo de glicose 20% (2,0 g/Kg de massa
corporea). Amostras de sangue foram entdo coletadas das caudas dos animais
nos tempos 30, 60, 90, 120 minutos e, utilizadas para determinacdo das

concentragdes de glicose (SHEET AL., 2007).

5.11 Massa Corporal e dos Orgdos e Quantificacdo da Area de

Seccéao Transversa do Musculo Soéleo e Plantar

Avaliamos a massa corporal e 0 comprimento naso-anal, a razao massa
umida/ seca dos pulmdes e figado, bem como a massa do tecido adiposo
retroperitonial e periepididimal e a area de seccdo transversa dos muasculos
séleo e plantar dos camundongos controle e KO aos 7 meses de idade.

A massa corporal de todos os grupos foi acompanhada semanalmente
em balanca semi-analitica (Gehaka). Os dados referentes a massa corporal e
ao comprimento naso-anal foram usados para o calculo do indice de Lee
dividindo-se a raiz cubica do peso corporal em gramas pelo comprimento naso-
anal em centimetros e multiplicando-se por cem (BERNARDIS; PATTERSON,
1968). Este indice equivale ao indice de massa corporal (IMC) para humanos.

Para a razao massa Umido/ massa seca os tecidos do pulmao e figado
foram retirados sempre pelo mesmo individuo, pesados no momento da
eutanasia (massa Umida) e ap0s 48 horas em estufa (massa seca). Além disso,
ap06s a eutanasia, foi aferida a massa dos tecidos adiposos epididimal e

retroperitonial.
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A avaliacdo da area de seccdao transversa dos diferentes tipos de fibras
musculares nos muasculos so6leo e plantar, foi realizada pela avaliacdo da
atividade da enzima miosina ATPase por meio de solugdes com diferentes pHs
(4.3 e 10.3). A captura das imagens foi realizada com magnificacdo de 200x e
objetiva de 20x. O registro das imagens foi realizado em computador acoplado
a um sistema de video por meio de um programa de captura e analise de

imagens (Leica Qwin, Bensheim-Alemanha).

5.12 Quantificacdo do Numero de Capilares por Fibra

Para avaliar a rarefacdo e o possivel efeito das estratégias utilizadas
neste parametro, realizamos a quantificacdo do nimero de capilares por fibra
nos musculos soleo e plantar dos animais utilizados.

Para isso, ap6s o0 sacrificio, os musculos soOleo e plantar foram
imediatamente imersos em formalina tamponada (4%) por 48 horas, para
posterior processamento histologico, com cortes de 4 um e coloracdo por
periodic acid-Schiff (PAS). A quantificacdo das fibras musculares e dos
capilares foi realizada em sistema computadorizado (LEICA QUANTIMET 500),
com aumento de 400x. O critério de escolha do campo para contagem foi a
integridade das fibras. O numero de fibras e capilares foi considerado a partir

do maximo de campos contados para cada animal.

5.13 Andlise das proteinas envolvidas na via mTOR do Musculo

Soleo e plantar por western blot

Com base na literatura (ANTHONY ET AL., 2002; CROZIER ET AL., 2005),
gue aponta a sintese protéica e a fosforilagdo de proteinas da via mTOR
ativadas transientemente em um periodo em torno de 30 minutos a 120
minutos apds o estimulo, a “janela de sintese”, nds utilizamos um protocolo a
parte, que consistiu do tratamento crénico, mas antes dos animais serem
eutanasiados, estes foram privados de racdo durante 18 horas e entdo, foi
realizada a gavagem (leucina ou placebo). Ap6s 60 minutos da gavagem, 0s

animais permaneceram em jejum e foram eutanasiados (Figura 4). Foram
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obedecidos um minimo de 48 horas apds a Ultima sessdo de treino ou teste

maximo para o inicio do protocolo de jejum.

Jejum 18 Horas Jejum 60 Minutos

. : .l. : .\

1,35g/kg leucina

EUTANASIA

Figura 4. Esquema ilustrativo do protocolo de tratamento por gavagem e tempo

de jejum para eutanasia.

ApOs serem removidos, os musculos séleo e plantar foram submetidos a
congelamento em nitrogénio liquido, sob temperatura de —185° C. Em um
segundo momento, as amostras foram trituradas e homogeneizadas em
solucdo de extracdo (pH=7) composta por: tampao de fosfato de potassio 50
mM, sacarose 0,3 M, DTT 0,5 mM, EDTA 1 mM (pH 8,0), PMSF 0,3 mM, NaF
10 mM e coquetel de inibidor de fosfatase (1:100; Sigma-Aldrich-EUA). Em
seguida, o homogeneizado foi submetido a centrifugacdo de 12000 rpm a 4°C,
durante 20 minutos. ApO0s o descarte dos homogenatos, foi realizada a
guantificacéo protéica dos extratos resultantes (Bradford, 1976).

As amostras foram entdo solubilizadas a uma concentracao final de 1%
de SDS (sodium-dodecyl-sulfate) e em seguida as proteinas presentes nas
amostras separadas eletroforeticamente em gel de SDS—poliacrilamida. As
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em tampao
de transferéncia contendo Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS
0,1%. As membranas foram lavadas trés vezes com solucdo tampéo (TBS),
contendo Tris 1M pH 2,8, NaCl 5M e Tween 20 (0,1%). Em seguida, o bloqueio
dos sitios antigénicos inespecificos realizado por meio de uma mistura
contendo TBS e leite desnatado (5%) por 120 minutos em temperatura
ambiente com agitacdo constante. A membrana foi entdo incubada com o
anticorpo primario diluido na solucdo bloqueadora a 4°C por 12 a 14 horas com
agitacdo constante. Apds a incubacdo com o anticorpo primario, a membrana
foi lavada trés vezes em solugcdo de TBS-T e incubada com o anticorpo

secundéario em solugdo bloqueadora por uma hora e meia em temperatura
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ambiente com agitacao constante. Apos isso, a membrana foi lavada trés vezes
em solugdo de TBS-T e a imuno-detec¢do realizada por meio do método de
guimioluminescéncia de acordo com as instrugdes do fabricante (Enhancer
Chemi-Luminescence, Amersham Biosciences, NJ-EUA):
Foram utilizadas como anticorpos primarios:
e AMPKa, coelho (Cell Signaling Technology — EUA).
e AMPKa fosforilada na treonina 172, coelho (Cell Signaling Technology —
EUA).
e p70°% coelho (Cell Signaling Technology — EUA).
e p70°% fosforilado na treonina 389, coelho (Cell Signaling Technology —
EUA).
e 4EBP-1, coelho (Cell Signaling Technology — EUA).
e A4EBP-1 fosforilado na treonina 37/46, coelho (Cell Signaling Technology —
EUA).
Como proteina normalizadora utilizamos a glicerolaldeido-fosfato-
desidrogenase- GAPDH (Sigma — EUA).

5.14 Parametros renais

Para avaliar a funcéo renal apds o periodo experimental foram utilizados
0S parametros: massa renal, dosagem de uréia e creatinina plasmatica e na
urina utilizando kits comerciais Labtest Diagnostica® sendo calculado o
clearence de creatinina pelo método de depuracao da creatinina, calculado a
partir da formula: Clearance de Creatinina (ml/min): ([Creatinina] urina x Fluxo
urinario) / [Creatinina] plasma.

Além disso, foi mensurada a diurese de 24hrs, os niveis de pH urinario e

proteinuria pelo método colorimétrico utilizando-se kits Sensiprot Labtest.
5.15 Anélise dos Resultados
Os dados obtidos foram apresentados na forma de média * erro padréao

da média e comparados por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) de 1 fator

para tipagem de fibras, area de seccdo transversa, capilarizacdo, funcao
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ventricular esquerda, raz8o massa Umida/massa seca, expressao protéica e
parametros relacionados a funcao renal e de 1 fator para medidas repetidas
para frequéncia cardiaca, massa corporal, tolerancia ao esforco fisico e testes
de funcdo muscular utilizando-se post-hoc de Student Newmann Kells. Quando
os dados nao apresentaram distribuicdo Gaussiana, verificada pelo Teste de
Kolmogorov-Smirnov, e/ou ndo homogénea pelo Teste de Shapiro-Wilk, a
andlise por Ranques de Wilcoxon com post-hoc de Dunn foi utilizada. O
software utilizado para tais analises foi o SigmaStat 3.5/ SigmaPlot 10.0. Para

todas as andlises foi adotado como nivel de significancia p<0,05.

6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo do modelo e sinais clinicos de IC
desencadeada por hiperatividade simpatica

6.1.1 Funcgéo e estrutura cardiaca em camundongos com IC

Com intuito de verificar possiveis alteracbes na morfologia cardiaca, a
massa das camaras cardiacas e massa cardiaca total foram mensuradas.
Conforme observado na tabela 1, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos, na massa das camaras cardiacas, nem massa cardiaca total corrigida

pelo comprimento da tibia.

Tabela 1. Massa das camaras cardiacas e massa cardiaca total corrigida pelo
comprimento da tibia dos grupos Wild-type (WT), KO placebo (KO), KO
suplementado com leucina (KOL), KO treinado (KOT) e KO suplementado com
leucina e treinado (KOLT). Os resultados estdo apresentados como
médiatdesvio padrdo ou apresentados em mediana [intervalo interquartis];
(p>0,05). ANOVA ou ANOVA por postos de Kruskal-Wallis.

Parametro

(mg/mm*100) WT KO KOL KOT KOLT

Atrios 0,51[0,35-0,60] 0,37[0,36-0,46]  0,39[0,33-0,49] 0,33[0,28-0,41] 0,41[0,36-0,54]
(8) ) ) 9) (8)

vD 1,53+0,23 1,54+0,31 1,40+0,12 1,37+0,18 1,30+0,28
(8) (1) (7) (8) (8)

VE 4,97+0,46 5,28+0,68 5,34+0,56 4,98+0,61 4,80+1,14

] ) (8) (8) 9) (8)
Massa cardiaca 6,92+0,61 7,43+0,85 6,71+0,69 6,66+1,37 6,89+0,56

9) (10) 9) (8) ()

VD: ventriculo direito; VE: ventriculo esquerdo; mg: miligramas; mm:
milimetros. Os nimeros entre parénteses representam o n de cada grupo.
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Em relacdo a funcdo cardiaca dos animais, a fragdo de encurtamento
avaliada no exame ecocardiografico foi usada como parametro de funcgéo
sistdlica, revelando que camundongos KO apresentam funcdo sistdlica
prejudicada, a qual é melhorada com o treinamento fisico, embora ndo se
restaure totalmente em relacéo ao grupo controle (Figura 5). N&o foi observado
gualquer efeito com a suplementacgéo de leucina seja sozinha ou associada ao

treinamento fisico nesse parametro (Figura 5).
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Figura 5. Fracao de encurtamento em camundongos dos grupos controle (WT,
n=5), KO placebo (KO, n=5), KO suplementado com leucina (KOL, n=5), KO
treinado (KOT, n=5) e KO suplementado com leucina e treinado (KOLT, n=5).
Os resultados estdo apresentados como média *= erro padrdo da meédia;
ANOVA com post hoc de Student Newman-Keuls. # versus WT; # versus KO; &
versus KOL (p< 0,05).

Além disso, pode ser observado na figura 6, que aos sete meses de idade
os camundongos KO apresentam evidéncia de edema, observada por meio da
relacdo massa Umida/ massa seca, hdo somente nos pulmdes, mas também
hepatico. Nao foram observados efeitos da suplementacdo com leucina
sozinha ou efeitos adicionais ao treinamento fisico nesses parametros. Os
grupos KOT e KOLT apresentaram menor razao massa Umido/ massa seca
dos pulmdes (Painel A), restaurando esse parametro a valores similares ao
grupo WT e atenuaram essa relacdo no tecido hepatico (Painel B) em relacdo

ao grupo WT de forma similar.
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Figura 6. Razdo massa Umido/massa seca do pulméo e figado nos grupos:
controle (MCKENZIE ET AL.), KO placebo (KO), KO suplementado com leucina
(GUDERET AL.), KO treinado (Kotler) e KO suplementado com leucina e treinado
(KOLT). Painel A: razdo massa Umido/massa seca do pulméo (n=9/ grupo).
Painel B: razdo massa umido/massa seca do figado (n=8/ grupo). Os

resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média; #
diferenca versus WT; versus # KO; & versus KOL (p<0,05). ANOVA com post
hoc de Student Newman-Keuls.

6.1.2 Frequéncia cardiaca de repouso

Na figura 7 podemos observar que os camundongos do grupo KO
apresentaram taquicardia basal quando comparados ao grupo WT. Além disso,
pode se perceber que a partir da quarta semana ja ocorre bradicardia de
repouso de maneira significativa dos grupos KOT e KOLT em relacdo aos
grupos KO e KOL no mesmo periodo e em relacdo ao periodo pré-intervencao,

embora ndo se restaurem totalmente em relacéo ao grupo WT.
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Figura 7. Frequéncia cardiaca de repouso, ao longo das semanas de
intervencdo, em camundongos dos grupos controle (WT, n=7), KO placebo
(KO, n=6), KO suplementado com leucina (KOL, n=5), KO treinado (KOT, n=5)
e KO suplementado com leucina e treinado (KOLT, n=6). * versus pré; # versus
WT; # versus KO; & versus KOL no mesmo periodo (p<0,05). Os resultados
estdo apresentados como meédia + erro padrdao da média; ANOVA p/ medidas
repetidas com post hoc de Student Newman-Keuls.

6.1.3 Parametros plasmaticos

Uma questao importante a ser levantada era a respeito do metabolismo
de glicose, jA que, até entdo, eram desconhecidas as caracteristicas
relacionadas a esse aspecto neste modelo de IC, além do fato de ter sido
sugerido que um dos efeitos adversos relatados com a suplementacdo com
leucina de forma isolada poderia estar associado a distarbios na homeostase
de glicose (BALAGE ET AL., 2011). Dessa forma, realizamos o teste de tolerancia
a glicose, bem como as concentracfes plasmaticas de insulina nos animais

controle e com IC (Figura 8).
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Figura 8. Teste de tolerancia a glicose em camundongos dos grupos controle
(WT, n=8), KO placebo (KO, n=8), KO treinado (KOT, n=8), KO suplementado
com leucina (KOL, n=8) e KO suplementado com leucina e treinado (KOLT,
n=8), aos sete meses de idade. Painel A: Niveis plasmaticos de glicose ao
longo do tempo. Painel B: Area sob a curva. (p>0,05). Painel C: Niveis de
glicose sanguinea. Painel D: Niveis plasmaticos de insulina. Os resultados
estdo apresentados como média + erro padrédo. # versus WT; # versus KO; &
versus KOL (p< 0,05). ANOVA com post-hoc de Student-Newman-Keuls.

Como observado na figura 8, o grupo KO apresentou maior tolerancia a
glicose quando comparado ao grupo WT, expresso pela menor area sob a
curva no teste de tolerdncia a glicose, ndo sendo observados efeitos da
suplementacdo com leucina na forma isolada. O treinamento fisico melhorou
ainda mais essa resposta indicado pela menor area sob a curva nos grupos

KOT e KOLT, sem evidéncia de efeitos adicionais da suplementacdo com
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leucina ao treinamento. Adicionalmente n&o foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos nos niveis plasméaticos de
insulina.

Outra avaliacdo realizada foi a dosagem dos niveis plasmaticos de TNF-q,
uma citocina pro-inflamatoria, ja que a sua elevacdo plasmatica sustentada &
outra caracteristica marcante da IC (SHARMA; COATS; ANKER, 2000). De fato,
estava aumentada significativamente em relacdo ao grupo controle e nao
sofreu impacto do tratamento com leucina, permanecendo elevada (Figura 9).
Verificamos ainda que o treinamento fisico foi capaz de restaurar os niveis

plasmaticos de TNF-a sem evidéncia de efeitos da suplementagcdo com leucina.
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Figura 9. Niveis plasmaticos de TNF-a em camundongos dos grupos controle
(WT, n=6), KO recebendo solu¢éo placebo (KO, n=6), KO treinado (KOT, n=6),
KO suplementado com leucina (KOL, n=6) e KO suplementado com leucina e
treinado (KOLT, n=6), aos sete meses de idade. Os resultados estéao
apresentados como média + erro padrédo. # versus WT; # versus KO; & versus
KOL (p< 0,05). ANOVA com post-hoc de Student-Newman-Keuls
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6.2 Consumo alimentar em gaiola metabdlica e massa corporal e

adiposa

Acompanhamos os animais durante 24 horas em gaiolas metabolicas
individuais e demonstramos que 0s animais consomem a mesma quantidade
diéria de racdo (Tabela 2), tanto em quantidades absolutas, como relativas aos
seus respectivos valores de massa corporal independentemente do periodo

observado: antes, 15 dias ou no periodo pos.



Tabela 2. Consumo de racao diario em diferentes tempos em quantidades absolutas e relativas a massa corporal do animal dos grupos controle
(WT, n=6), KO placebo (KO, n=6), KO suplementado com leucina (KOL, n=6), KO treinado (KOT, n=6) e KO suplementado com leucina e treinado
(KOLT, n=6). Nao hé diferenca entre os grupos (ANOVA, p>0,05). Os resultados estao apresentados como média + desvio padrdo da média.

Consumo diério WT KO KOL KOT KOLT

Pré 15 dias Pés Pré 15 dias Pés Pré 15 dias Pés Pré 15 dias P6s Pré 15 dias Pds
Racéo (g) 2,59+0,39 2,57+0,28 2,58+0,25 2,40+0,28 2,46+0,27 2,40+0,19 2,42+0,20 2,43+0,21 2,43+0,24 2,54+0,14 2,57+0,30 2,64+0,25 2,71+0,24 2,53+0,15 2,52+0,12
Ragé&o(g/g*100) 8,79+1,46 8,72+1,05 8,74+0,92 8,47+1,05 8,79+0,99 8,70+0,67 8,50+0,64 8,64+0,65 8,73+0,81 8,92+0,51 8,99+1,02 9,22+0,84 8,86+0,82 8,89+0,49 8,87+0,47
Kilocalorias (Kcal) 8,79+1,34 8,73+t0,97 8,78+0,84 8,17+0,96 8,36+t0,91 8,16+0,63 8,22+0,67 8,26+0,71 8,27+0,83 8,62+0,49 8,72+1,02 8,97+0,87 8,55+0,81 8,60+0,51 8,61+0,41

Kilocalorias (Kcal/g*100) 29,89+4,97 29,63+3,57 29,71+3,13 28,78+3,56 29,90+3,38 29,59+2,29 28,89+2,18 29,37+2,21 29,69+2,75 30,32+1,73 30,56+3,48 31,34+2,86 30,14+2,80 30,21+1,67 30,16+1,59

Leucinal 52,48+8,01 52,14+5,78 52,41+5,04 48,79+5,71 49,90+5,45 48,72+3,78 49,06+4,02 49,30+4,21 49,36+4,94 51,46+2,94 52,07+6,07 53,56+5,17 51,05+4,85 51,33+£3,02 51,43+2,44

1. Quantidade de leucina ingerida proveniente da racdo. As informacdes do consumo foram obtidas a partir do aminograma da ragcao (ANEXO A).

39
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A ingestdo de leucina proveniente do consumo diério da racdo, também
nao apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos ou
mesmo entre periodos. A suplementacdo com leucina proposta como 1,35g/kg
diariamente correspondeu a um acréscimo de cerca de 80% da ingestédo diaria
média de leucina ingerida através da racao.

Além dos dados referentes ao consumo alimentar, pudemos calcular a
eficiéncia alimentar (Figura 10), um parametro indicativo de aproveitamento
endogeno da racdo consumida. Os dados demonstram que animais com IC
apresentaram uma menor eficiéncia alimentar que animais controle, sendo que
o treinamento fisico restaurou esse parametro. Nao foram observados efeitos
da suplementagao com leucina, nem mesmo efeito adicional quando associada
ao treinamento fisico.
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I ﬁ .......................... - ——
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#
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#
0,15 -
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Figura 10. Eficiéncia alimentar nos diferentes grupos: controle (WT, n=6), KO
placebo (KO, n=6), KO suplementado com leucina (KOL, n=6), KO treinado
(KOT, n=6) e KO suplementado com leucina e treinado (KOLT, n=6). Os
resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média; # versus

WT; # versus KO; & versus KOL (p< 0,05). ANOVA com post-hoc de Student-
Newman-Keuls.

Durante todo o periodo experimental, ou seja, ha semana que antecedeu

os tratamentos, durante as quatro semanas de tratamento e apés, pesamos 0s
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animais e detectamos que camundongos KO apresentavam menor massa
corporal quando comparado aos camundongos controle, e que essa situacao
se mantinha independentemente do tratamento utilizado: treinamento fisico

e/ou suplementagédo com leucina (Figura 11).
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Figura 11. Evolucdo da massa corporal durante o periodo experimental dos
grupos controle (WT, n=18), KO placebo (KO, n=8), KO suplementado com
leucina (KOL, n=11), KO treinado (KOT, n=12) e KO suplementado com leucina
e treinado (KOLT, n=14). a diferenca versus todos no mesmo periodo (p<0,05).
Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média;
ANOVA para medidas repetidas com post hoc de Student Newman-Keuls.

Da mesma forma, o Iindice de Lee apresentou-se menor nos
camundongos KO, mas nao sofreu alteracao significativa com os tratamentos
(Figura 12).
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Figura 12. indice de Lee dos grupos controle (WT, n=13), KO placebo (KO,
n=13), KO suplementado com leucina (KOL, n=13), KO treinado (KOT, n=12) e
KO suplementado com leucina e treinado (KOLT, n=11). # diferenga versus WT
(p<0,05). Os resultados estdo apresentados como média + erro padrédo da
média; ANOVA para medidas repetidas com post hoc de Student Newman-
Keuls.

A massa adiposa também foi mensurada ap6s o periodo experimental
por meio da massa do tecido adiposo retroperitonial e periepididimal e
conforme observamos na Figura 13, apenas a massa do tecido adiposo
retroperitonial apresentou-se significativamente menor nos camundongos KO
em relacdo aos camundongos selvagens. Os diferentes tratamentos nao

modificaram esses parametros.
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Figura 13. Massa do tecido adiposo corrigida pelo comprimento da tibia.
Painel A: Massa do tecido adiposo retroperitonial corrigida pelo comprimento
da tibia em camundongos dos diferentes grupos: controle (WT, n=9); KO
placebo (KO, n=9); KO suplementado com leucina (KOL, n=9), KO treinado
(KOT, n=9); KO suplementado com leucina e treinado (KOLT, n=9). Painel B:
Massa do tecido adiposo periepididimal corrigida pelo comprimento da tibia em
camundongos dos diferentes grupos: controle (WT, n=9); KO placebo (KO,
n=9); KO suplementado com leucina (KOL, n=9), KO treinado (KOT, n=8) KO
suplementado com leucina e treinado (KOLT, n=8). Os resultados estéo
apresentados como média + erro padrdo. # versus WT (p< 0,05). ANOVA com
post-hoc de Student-Newman-Keuls.

6.3 Parametros funcionais e morfologicos da musculatura
esquelética

6.3.1 Testes funcionais

Os resultados apontados na figura 14 demonstraram que camundongos
KO apresentam intolerancia aos esforcos em relacdo ao grupo WT e que o

treinamento fisico foi capaz de melhorar a tolerancia ao esforco fisico.
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Figura 14. Teste de tolerancia ao esforco fisico nos camundongos dos
diferentes grupos: controle (WT,n=12), KO recebendo solucdo placebo (KO,
n=12), KO suplementado com leucina (KOL, n=11), KO treinado (KOT, n=11) e
KO suplementado com leucina e treinado (KOLT, n=13). Os resultados estao
apresentados como meédia + erro padrdo da média; # WT no mesmo periodo; #
versus KO no mesmo periodo; & versus KOL no mesmo periodo; 1 versus KOT
no mesmo periodo; * pré versus pos (p<0,05). ANOVA p/ medidas repetidas
com post hoc de Student Newman-Keuls.

Podemos observar ainda que a leucina, sozinha, nédo foi capaz de
induzir a melhora da capacidade fisica. Encontramos um aumento percentual
na distancia maxima percorrida maior no grupo KOLT (47% versus 28% no
grupo KOT), bem como uma diferenca estatisticamente significante entre os
resultados p6s do grupo KOLT quando comparado aos resultados pés do grupo
KOT indicando efeito adicional da suplementacdo com leucina quando
associada ao treinamento.

Para confirmar se esses resultados se reproduziam em outros testes
funcionais, optamos por realizar mais trés testes que avaliam o desmpenho
motor (Figura 15) e podemos perceber que animais com hiperatividade
simpatica apresentaram menor desempenho nos testes de deambulacao
(Figura 15B) e grip no sexto més de idade (Figura 15C), mas nao no rotarod

(Figura 15A). Entretanto, ao sétimo més o desempenho no rotarod piora
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significativamente, demonstrando uma queda no desempenho motor ocorrido

nos trés testes, embora ocorram temporalmente distintas.
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Figura 15. Testes de funcdo muscular em camundongos dos diferentes grupos:
controle (WT, n=9); KO placebo (KO, n=8); KO suplementado com leucina
(KOL, n=8), KO treinado (KOT, n=8) e KO suplementado com leucina e
treinado (KOLT, n=9). Painel A: Teste de Rotarod; Painel B: Teste de
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deambulacéo; Painel C: Teste de grip. Os resultados estdo apresentados
como média + erro padrdo. # versus WT no mesmo periodo; # versus KO no
mesmo periodo; & versus KOL no mesmo periodo; F versus KOT no mesmo
periodo; * pré versus pos (p< 0,05). ANOVA com post-hoc de Student-
Newman-Keuls.

A suplementagdo com leucina sozinha ndo mostrou ser efetiva em
melhorar o desempenho em nenhum dos testes. O treinamento fisico por sua
vez, foi capaz de prevenir a piora do teste rotarod, sem efeitos adicionais da
leucina. Quanto aos testes de deambulacdo e grip, pode se observar que o
treinamento fisico atenuou a queda de desempenho dos animais com IC, mas
a associacao leucina e treinamento fisico geraram maior desempenho motor

gue o treinamento sozinho.

6.3.2 Estrutura morfofuncional da musculatura esquelética em

camundongos com IC

Em relacdo as modificacdes morfoldégicas da musculatura esquelética
podemos perceber na figura 16, uma reducao da prevaléncia de fibras do tipo |
(oxidativas, resistentes a fadiga) e o aumento de fibras do tipo Il (glicoliticas,
menos resistentes a fadiga) no musculo sdleo dos animais do grupo KO

placebo.
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Figura 16. Distribuicdo percentual dos diferentes tipos de fibras musculares em
camundongos dos diferentes grupos: controle (WT, n=7); KO placebo (KO,
n=5); KO suplementado com leucina (KOL, n=5), KO treinado (KOT, n=5) e KO
suplementado com leucina e treinado (KOLT, n=6). Painel A: Distribuicdo das
fiboras musculares no musculo soOleo. Painel B: Distribuicdo das fibras
musculares no muasculo plantar. Os resultados estdo apresentados como média
+ erro padrdo. # versus WT; # versus KO; & versus KOL (p< 0,05). ANOVA
com post-hoc de Student-Newman-Keuls.

Podemos perceber que as alteracbes ocorrem nos trés fendtipos de

fiboras no musculo séleo, de maneira que aos sete meses de idade,
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camundongos do grupo KO apresentam alteracdo no padrao de distribuicdo do
tipo de fibra no muasculo sb6leo em direcdo a fibras mais glicoliticas. O
treinamento fisico preveniu as mudangas observadas no grupo KO, j& que os
grupos KOT e KOLT apresentaram a distribuicdo dos tipos de fibras
praticamente restauradas em relacdo ao grupo WT. A suplementacdo com
leucina de forma isolada, néo foi capaz de reverter as alteracdes observadas
no grupo KO, além de ndo serem observados efeitos adicionais da
suplementacé@o com leucina ao treinamento fisico (Figura 16).

No muasculo plantar, observa-se uma reducao das fibras do tipo IIA, em
detrimento do aumento das fibras do tipo IIB e 11X nos animais do grupo KO em
relagdo ao grupo WT, 0 que sugere que as fibras estejam em processo de
transicdo de fendtipo de IlIA para IIB nos animais KO. Em contrapartida, os
grupos KOT e KOLT apresentaram distribuicdo de fenoétipo de forma similar,
com aumento do percentual das fibras do tipo IIX em detrimento das fibras do
tipo 1A e IIB, sugerindo que pode estar havendo um processo de transicao de
fenotipo no sentido 11B para IIA. Tal como no musculo soleo, a suplementagéo
com leucina, seja na forma isolada, ou associada ao treinamento, né&o
demonstrou efeitos nessas caracteristicas fenotipicas.

Outra caracteristica observada na IC, bem documentada na literatura, é
a perda de massa muscular, que se apresenta como uma Séria consequéncia
da IC uma vez que esta associada com o aumento da morbidade e mortalidade
nessa condicdo (ANKER ET AL., 1997). A atrofia pode ser determinada pela area
de seccédo transversa (AST) e dessa forma analisamos a AST do musculo
soéleo, nos trés tipos de fibras: I, IIA e IIX (Figura 17) e no masculo plantar nos
tipos de fibras IIA, IIB e 11X (Figura 18).
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Figura 17. Area de seccdo transversa (AST) nos diferentes tipos de fibras no
musculo soleo. Painel A: AST de fibras tipo |; Painel B: AST de fibras tipo IIA;

Painel C: AST de fibras tipo 11X em camundongos dos diferentes grupos:
controle (WT, n=7); KO placebo (KO, n=5); KO suplementado com leucina
(KOL, n=5), KO treinado (KOT, n=5) e KO suplementado com leucina e
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treinado (KOLT, n=6). Os resultados estdo apresentados como média + erro
padrao. # versus WT; # versus KO; & versus KOL (p< 0,05). ANOVA com post-
hoc de Student-Newman-Keuls.

Os dados da figura 17 demonstram que ocorre atrofia muscular no
sétimo més de idade nos camundongos KO, nos trés fendtipos de fibras
analisados no musculo soleo e que a leucina, per se, ndo é capaz de atenuar
essa atrofia. Com relagcédo ao efeito do treinamento fisico, ao contrario do que
ocorre na AST nas fibras do tipo I, as do tipo IlIA e 11X ndo sofrem alteracdo
com o treinamento fisico. A leucina ndo parece exercer influéncia na AST, nem
mesmo quando adicionado ao treinamento fisico.

As analises da AST das fibras do musculo plantar, por sua vez (figura
18), revelaram que a AST das fibras do tipo IlA, 1IB e IIX apresentaram-se
menor no grupo KO que o grupo WT. Entretanto, o treinamento fisico foi capaz
de ndo somente restaurar, mas aumentar a area das fibras do tipo Il1A e IIX. Os
resultados que mais chamam a atencdo sdo: a auséncia de efeitos da
suplementacdo com leucina sozinha e o0s efeitos da associacdo da
suplementacdo com leucina com o treinamento fisico que parece ter efeitos
sinérgicos, uma vez que as fibras do tipo IIA e 1IB nos grupos KOLT

apresentaram-se maiores que as encontradas no grupo KOT.
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Figura 18. Area de seccdo transversa (AST) nos diferentes tipos de fibras no
musculo plantar. Painel A: AST de fibras tipo llA; Painel B: AST de fibras tipo
[IB; Painel C: AST de fibras tipo IIX em camundongos dos diferentes grupos:
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controle (WT, n=7); KO placebo (KO, n=5); KO suplementado com leucina
(KOL, n=5), KO treinado (KOT, n=5) e KO suplementado com leucina e
treinado (KOLT, n=6). Os resultados estdo apresentados como média + erro
padrdo. # versus WT; # versus KO; & versus KOL; 1 versus KOT. (p< 0,05).
ANOVA com post-hoc de Student-Newman-Keuls.

Outra caracteristica estrutural na musculatura esquelética, proeminente
na IC, refere-se a rarefacdo capilar que pode contribuir ainda mais para a
reduzida captacdo de oxigénio muscular periférico (NEGRAO; MIDDLEKAUFF,
2008). Corroborando esse fato, n6s detectamos uma menor razdo capilar/fibra
muscular nos animais dos grupos KO e KOL em relagdo aos camundongos
controle (Figura 19).

O treinamento fisico aerébico promoveu aumento significativo nesse
parametro, como pode ser observado nos grupos KOT e KOLT e néo foram
observados efeitos adicionais da suplementacdo com leucina. A
suplementacao com leucina, de forma isolada, ndo alterou a razao capilar/fibra
guando comparado ao grupo KO.
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Figura 19. Razdo capilar/fibra no muasculo s6leo em camundongos dos
diferentes grupos: controle (WT, n=7); KO placebo (KO, n=5); KO
suplementado com leucina (KOL, n=5), KO treinado (KOT, n=5) e KO
suplementado com leucina e treinado (KOLT, n=6). Os resultados estdo
apresentados como média + erro padrdo. # versus WT; # versus KO; & versus
KOL (p< 0,05). ANOVA com post-hoc de Student-Newman-Keuls.
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Figura 20. Exemplos de area de seccdo transversa em camundongos,
utilizando reacéo histoquimica para miosina ATPase. Pré incubacdo em pH 4.6
no musculo plantar (A) e musculo séleo (C) e pH 10.3 no musculo plantar (B) e
musculo soleo (D). Fibras tipo |, lIA, [IX foram identificadas em musculo séleo e
fibras tipo 1A, 11X, e IIB identificadas em muasculo plantar. Capilares (setas
amarelas) no masculo soleo (E) em pH 10.3.
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6.4 Expresséo de proteinas envolvidas na viada mTOR

Até entdo, os resultados haviam demonstrado que a suplementacdo com
leucina sozinha ndo atenuava a atrofia nem a fungcdo muscular, mas quando
associada ao treinamento fisico esta apresentava efeitos superiores quando
comparado ao grupo apenas treinamento fisico. Sabe-se que em varios
estados atroficos, a musculatura esquelética também apresenta uma resposta
a estimulos anabdlicos como treinamento fisico e suplementagdo com
aminoacidos prejudicadas (TOTH ET AL., 2010; BREEN; PHILLIPS, 2011; CHEN ET
AL., 2011), a partir disso e buscando explicacdo para achados nédo esperados
de nosso estudo, ja que tinhamos expectativas de que a suplementacdo com
leucina sozinha fosse atenuar a atrofia muscular e melhorar tolerdncia aos
esforgos, testamos se animais opa/a2cARKO em fase avancada de
cardiomiopatia (7 meses), responderiam de forma similar aos animais controles
e se o0 estimulo mecéanico (na forma de treinamento fisico aerodbico)
influenciaria essa resposta. Para isso, avaliamos a expressdo de proteinas
envolvidas na via mMTOR nos musculos séleo e plantar em resposta a uma
Unica dose de leucina (1,35g/kg).

Nas figuras 21 e 22, podemos perceber o grupo KO estava com a
sinalizacdo dessa via atenuada em resposta a leucina em relacdo ao grupo
controle, como podemos observar na menor relacdo p-p70S6K:p70S6K (~43%
menor no séleo e ~57% no plantar), p-4EBP1:4EBP1 (~26% menor no soleo e
66% no plantar) e maior de um antagonista da via, p-AMPK:AMPK (~113%
maior no soleo e 44% no plantar). O treinamento fisico preveniu o déficit de
resposta anabdlica a suplementacdo com leucina conforme observado pelo
aumento da relacdo p-p70S6K:p70S6K (~71% maior no sbéleo e ~86% no
plantar). Apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significante entre KOT
e KO na relacdo p-4EBP1:4EBP1 no musculo séleo, também nédo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos KOT e WT o que sugere
gue o treinamento fisico promoveu uma melhor resposta anabdlica a leucina,
pelo menos parcial. Em contrapartida, no muasculo plantar, a relacdo p-
4EBP1:4EBP1 foi de ~38% maior no grupo KOT em relacdo ao grupo KO.
Além disso, o treinamento fisico reduziu p-AMPK: AMPK (~70% maior no séleo

e ~75% no plantar) nos grupos KOT em relacdo ao KO. Por motivos
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metodoldgicos ndo conseguimos a detecgcdo da proteina mTOR na membrana

de forma a possibilitar quantifica-la, o que sera realizado futuramente.

Séleo Plantar

WT KO KOT WT KO KOT

===

4EBP1
p-4EBP1

v_—

p-AMPK | [ e s
GAPDH | [N

Figura 21: Imagens representativas dos imunoblots de p70S6K, p-p70S6K,
4EBP1, p-4EBP1, AMPK, p-AMPK, e GAPDH nos musculos séleo e plantar de
camundongos controle (WT, n=5), grupo que recebeu uma Unica dose de
leucina (KO, n=5), grupo treinamento que recebeu uma Unica dose de leucina
(KOT, n=b), aos sete meses de idade.
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Figura 22. Expresséao de proteinas no musculo soleo (painéis A, B, C) e plantar
(painéis D, E, F) em camundongos controle (MCKENZIE ET AL.) e com ablacéo
dos receptores aoa/ozc adrenérgicos. Painel A: Relacdo p-4EBP1:4EBP1 em
sbleo; Painel B: Relacdo p-p70S6K: p70S6K. em soleo. Painel C: Relacdo p-
AMPK: AMPK em séleo p-4EBP1:4EBP1 em plantar; Painel E: Relacdo p-
p70S6K:p70S6K em plantar. Painel F: Relacdo p-AMPK: AMPK em plantar.
Dados sdo demonstrados como percentual (%) dos valores encontrados no
grupo WT. Todos os grupos receberam uma dose de leucina. Grupo controle
(MCKENZIE ET AL.), com ablacdo dos receptores aza/ozc adrenérgicos (KO) e KO
treinado (Kotler) aos sete meses de idade. Os dados foram comparados entre
0s grupos pela andlise de variancia (ANOVA) com post-hoc de Student-
Newman-Keuls (p< 0,05). # versus WT; # versus KO.
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6.5 Parametros renais
Para verificar se os animais o2a/o2cARKO j& apresentavam alguma
alteracao na funcéo renal e se os diferentes tratamentos influenciaram nesta,
nds avaliamos a funcao renal de maneira que os resultados desses parametros

podem ser observados na tabela 3.



Tabela 3. Marcadores de fungédo renal no grupo wild type (WT), KO que recebeu solucdo placebo (KO), KO suplementado com
leucina (KOL), KO que recebeu solucdo placebo e treinamento (KOT) e KO suplementado com leucina e treinamento (KOLT) aos
sete meses de idade. Os resultados estdo apresentados como médiatdesvio padrdo ou apresentados em mediana [intervalo
interquartis]. Analise de variancia (ANOVA) com post-hoc de Student-Newman-Keuls (p<0,05) ou ANOVA por postos de Kruskal-
Wallis com post-hoc de Dunn (p<0,05). # Representa diferenga significante versus WT; # versus KO; & versus KOL; £ versus KOT.
Os numeros entre parénteses expressam o n para cada grupo.

Parametro

WT

KO

KOL

KOT

KOLT

Massa renalt (mg/mm*1000)

Ingestéo hidrica (ml/dia)

Creatinina plasmatica (mg/dl)

Uréia plasmatica (mg/dl)

Creatinina urinaria (mg/dl)

Clearence de creatinina (ul/min/kg)

Proteinuria (mg/24h)

pH urinério

Proteina/creatinina urinaria

Diurese (ml/24h)

0,17+0,01 (7)
3,00[3,00-3,17] (7)
0,34+0,06 (8)
35,91+7,95 (8)
3,98+0,93 (8)
9,71+1,81 (7)
2,68+1,22 (7)
6,62[6,42-6,68] (7)
0,53[0,39-0,90] (7)

1,61+0,36 (8)

0,17+0,01 (8)
3,20[3,20-3,20] (7)
0,38+0,02 (8)
40,74+7,49 (8)
3,27+0,49 (8)
12,27+3,91 (8)
10,32+2,50# (8)
6,25[6,21-6,26]# (7)
3,07[2,72-3,56]# (8)

2,28+0,45% (8)

0,18+0,02 (9)
3,00[2,93-3,08] (7)
0,380,05 (8)
39,54+9,30 (8)
3,12+0,51 (8)
9,20+2,34 (8)
9,0611,47# (8)
6,25[6,20-6,27]# (7)
2,83[2,48-3,33]# (8)

1,91+0,31 (8)

0,18+0,03 (8)
3,15[3,03-3,20] (7)
0,36+0,04 (8)
36,00+7,96 (8)
4,44+1,16#8& (8)
18,04+3,93##& (7)
6,07+3,43##& (7)
6,42[6,39-6,46]#& (7)
1,15[0,64-1,70] (7)

2,53+0,60+& (7)

0,19+0,03 (8)
3,00[2,93-3,23] (7)
0,37+0,08 (8)
36,05+9,28 (8)
4,52+0,64#& (8)
17,6216,55##8& (7)
5,0111,67##& (7)
6,42[6,39-6,45]#& (7)
0,87[0,78-1,41]# (7)

2,2140,36% (7)

1. Massarenal corrigida pelo comprimento da tibia (mm)

59



60

Pode se perceber que os parametros massa renal, ingestdo hidrica,
creatinina e uréia plasmatica ndo apresentaram diferencas significativas entre
0s grupos. Os niveis de creatinina urinéria e o clearence de creatinina também
nao apresentaram diferencas significativas entre os grupos KO e KOL para os
camundongos selvagens. Em contraste, o treinamento fisico demonstrou efeito
pronunciado sobre 0s niveis de creatinina urinaria e no clearence de creatinina,
aumentando-os nos grupos KOT e KOLT. Outro resultado que chama a
atencdo sdo os elevados indices de proteindria acompanhados de baixos
niveis de pH urinarios nos grupos KO e KOL sugerindo comprometimento da
funcdo renal. O treinamento fisico, mas ndo a suplementacdo com leucina

atenuou pronunciadamente esses marcadores.

6.6 Analise de sobrevida

Utilizando o método de Kaplan-Meier, n6s analisamos a sobrevida

(Figura 23) durante a realizagéo do tratamento de todos os animais utilizados.
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Figura 23. Curva de sobrevida de camundongos controle (WT, n=23) e com

ablacdo dos receptores apa/axc adrenérgicos. Grupo que recebeu solucao
placebo (KO, n=25), suplementado com leucina (KOL, n=24), solucdo placebo e
treinamento (KOT, n=23), e suplementado com leucina e treinamento (KOLT,
n=24) aos sete meses de idade. Os dados foram comparados entre 0S grupos
pelo Teste de Log-Hank (p= 0,08).

Embora néo tenhamos encontrado diferenca estatisticamente
significante entre a sobrevida nos diferentes grupos, provavelmente pelo “n”
reduzido para esse tipo de analise e um curto tempo de intervencado, pode ser
observada uma tendéncia que ndo deve ser desprezada dos animais dos
grupos KO e KOL terem uma sobrevida ~72% aos 30 dias de experimento
(correspondendo a 210 dias de idade), bem como dos grupos KOT e KOLT
(~87% e 92%, respectivamente), que apresentaram uma curva com valores

préximos ao grupo WT (96%).
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6.7 Sumario dos resultados

Os resultados demonstrados acima sugerem que camundongos

ooalaocARKO tém:

sinais evidentes de IC, como frequéncia cardiaca mais elevada no
repouso, funcdo do ventriculo esquerdo prejudicada e presenca de
edema pulmonar e hepatico, além de melhor tolerancia a glicose e niveis
de TNF-a plasmaticos mais elevados;

menor massa corporal e, embora ingiram a mesma quantidade de racgéo,
tém menor eficiéncia alimentar;

maior intolerancia aos esforcos e funcdo muscular prejudicada, além de
aumento da prevaléncia de fibras glicoliticas, atrofia em todos os tipos
de fibras musculares (I, lIA, 11X no musculo soleo e IIA, 1IB, 11X no
musculo plantar), bem como rarefacdo vascular no musculo séleo;
apresentaram uma sinalizagdo anabdlica atenuada nos musculos soleo
e plantar em reposta a uma dose de leucina e elevada proteindria;

O treinamento fisico foi eficiente em:

e induzir bradicardia de repouso a partir da quarta semana e atenuar a

perda de funcéo ventriculo esquerdo, além de restaurar alguns sintomas
classicos da IC como edema pulmonar bem como reduzir edema
hepatico; melhorar a tolerancia a glicose e prevenir a elevacdo dos

niveis de TNF-a plasmatico;

e Aumentar a eficiéncia alimentar sem alterar a massa corporal e o indice

de Lee, bem como a quantidade de alimento ingerida; Melhorar a
tolerancia ao esforco e o desempenho motor, prevenir a transicao para
um fendtipo mais glicolitico, a rarefacdo vascular e a atrofia nas fibras

do tipo I no masculo sdleo e tipo IIA e 1IB no musculo plantar;

e aumentar a sinalizacdo da via mTOR nos musculos so6leo e plantar em

reposta a uma dose de leucina;

e alterar a funcdo renal, diminuindo a proteindria e aumentando o

clearence de creatinina;

e a suplementacdo com leucina, isoladamente, ndo provocou alteracfes

significativas nos parametros mencionados acima, mas associada ao
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treinamento fisico, potencializou os efeitos deste ultimo na tolerancia ao
esforco e no desempenho motor, além de aumentar a area de seccgéo

transversa nas fibras I1A e [IB do musculo plantar.

7. Discussao

Esse foi o primeiro estudo que investigou os efeitos da suplementacao
com leucina em camundongos a,a/a2cARKO, que desenvolvem cardiopatia
gradual e progressiva, tornando-se grave aos sete meses de idade (BRUM ET
AL., 2002) e que foi confirmada em nosso estudo através de sinais clinicos in
vivo como reduzida fragdo de encurtamento, taquicardia basal e intolerancia
aos esforcos fisicos e post-mortem como congestao hepética e pulmonar, o
gue corrobora achados anteriores do Laboratério e a caracteriza como IC
eminentemente congestiva (FERREIRA ET AL., 2007; ROLIM ET AL., 2007).
Interessante ressaltar que o fato de ndo encontrarmos alteragdes significativas
na massa das camaras cardiacas normalizada pelo comprimento da tibia, nédo
compromete o diagnoéstico de IC, pois estes parametros nao levam em
consideracao a estrutura do tecido cardiaco. Além disso, trabalhos anteriores
do grupo demonstraram aumento na fracdo de colageno cardiaco e perda de
cardiomidcitos em camundongos oa/o,cARKO, quando comparado com o
grupo controle, nesta mesma faixa etaria (RoLM ET AL., 2007; BARTHOLOMEU ET
AL., 2008).

No presente estudo, observamos reduzidos valores de massa corporal e
do indice de Lee, considerado para roedores, um analogo ao IMC em humanos
(BERNARDIS; PATTERSON, 1968). A reducéo desses dois parametros nos animais
ozaloocARKO, parece estar relacionada, além da perda de massa muscular
(discutida mais adiante), a menor massa gorda destes animais, uma vez que
observamos uma reducdo significante no peso da gordura retroperitonial,
provavelmente em virtude da hiperatividade simpatica presente nesses
animais, levando a uma atividade lipolitica exacerbada (COLLINS; SURWIT,
2001). A reducdo da massa corporal e indice de Lee também ndo podem ser
explicados simplesmente pela ingestao energética ja que animais com IC nao

ingeriram quantidades significantemente menores de alimento.
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A reducdo da massa corporal na IC tem sido associada a preservacao
do metabolismo protéico muscular (AQUILANI ET AL., 2011) e ao pior prognostico
nessa populacdo (ANKER ET AL., 2003; KENCHAIAH ET AL., 2007; GUDER ET AL.,
2009), sendo um preditor de mortalidade independente de outros fatores como
idade, género e classe funcional (OREOPOULOS ET AL., 2008). Portanto, apesar
do aumento da massa corporal ser, nesse aspecto, desejavel, nenhuma das
intervencgdes utilizadas em nosso estudo foi capaz de altera-lo. E possivel que
os efeitos do treinamento fisico, nesse parametro, tenham sido “mascarados”
pela concomitante redugéo de transudato em concordancia aos indicadores de

edema pulmonar e hepatico diminuidos.

O treinamento fisico foi a Unica intervencdo eficaz em diminuir a
presenca de edema pulmonar e hepatico. A redugédo da intensidade desses
sinais clinicos apresenta relevancia clinica consideravel. Por exemplo, tem-se
especulado que o déficit funcional observado na musculatura respiratoria,
notadamente no diafragma, pode ser atribuido aos pulmdes congestos (LOPES
FDA ET AL., 2008). Além disso, a congestao visceral pode prejudicar a absorcao
de nutrientes (KING ET AL., 1996; SANDEK ET AL., 2009) e contribuir para o
elevado grau de inflamacéo na IC (ANKER ET AL., 1997; SANDEK ET AL., 2009).
Ressalta-se ainda que a presenga de edema anula os efeitos “protetores” da
massa corporal preservada (OREOPOULOS ET AL., 2008). Assim, a melhora
desses sinais pode refletir a melhora ndo apenas da bomba cardiaca, mas
também a melhora sistémica.

Um achado interessante foi a respeito da eficiéncia alimentar, uma
guantificacéo indireta da capacidade do animal transformar a racdo consumida
em massa corporal, que estava muito reduzida nos animais com IC e o
treinamento fisico foi a Unica intervencao capaz de aumenta-la. Diferentemente
de nossos achados, nos quais apenas o treinamento fisico foi capaz de
aumenta-la, em outros modelos experimentais de caquexia (Salomao, 2005;
Salomao et al., 2011) foi demonstrado que tanto a suplementacdo com leucina
como o treinamento fisico aumentam a eficiéncia alimentar. Nos grupos KOT e
KOLT, esperdvamos um aumento do consumo energético para justificar o
aumento da eficiéncia alimentar. Entretanto, como isso ndo ocorreu, ndo pode

ser descartada a possibilidade de subaproveitamento de nutrientes nos animais
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dos grupos KO e KOL, diferentemente dos grupos KOT e KOLT que foram
restauradas com o treinamento fisico. De fato, na IC, a absorgdo de nutrientes
a nivel intestinal esta prejudicada (CELIK ET AL., 2010). Outra possibilidade é
gue esse subaproveitamento ndo seja restrito apenas ao nivel intestinal. Um
estudo (KATO ET AL., 2011) que utilizou modelo de caquexia cardiaca “Dahl salt-
sensitive” demonstrou que o figado desses animais, apesar de incorporar mais
glicose, apresentava capacidade de gliconeogénese reduzida. Esses dados
sugerem que o treinamento fisico pode ser uma ferramenta interessante no
sentido de melhorar as “desordens nutricionais” como anorexia e desnutricao,
frequentes na IC (VON HAEHLING; DOEHNER; ANKER, 2007; KALANTAR-ZADEH ET
AL., 2008).

Ainda corroborando manifestagfes clinicas da IC, um dos marcadores
de presenca ou gravidade da sindrome mais utilizado é a intolerancia a
realizacdo de esforco fisico, definida como reducéo na capacidade de realizar
exercicio fisico dinamico, limitado por sintomas como dispnéia e/ou fadiga
periférica (PIEPOLI ET AL., 2010). O teste progressivo em esteira até a exaustao
revelou que a capacidade de exercicio nos animais oya/o,cARKO estava
reduzida em concordancia aos achados prévios do nosso Laboratorio
(BACURAU ET AL., 2009; BUENO ET AL., 2010; VANZELLI ET AL., 2010). Esse
prejuizo funcional é causado por uma reducdo na funcdo cardiaca, no fluxo
sanguineo periférico e prejuizo funcional e metabolico da musculatura
esquelética (BRUMET AL., 2011).

Embora néo seja novidade o fato de o treinamento fisico melhorar a
capacidade fisica, até entdo, em camundongos axa/aocARKO, em fase mais
avancada de IC, isso havia sido demonstrado apenas através de protocolos
com oito semanas de duracdo, com inicio a partir da quinta semana (ROLIM ET
AL., 2007; BACURAU ET AL., 2009; BUENO ET AL., 2010; VANZELLI ET AL., 2010).
Nesse sentido, era possivel que um protocolo com duragéo reduzida, como o
nosso, algumas adaptacdes provenientes do treinamento fisico ndo fossem téao
evidentes. De fato, Rolim e cols. (2007) demonstraram que camundongos
a2aloocARKO apresentavam bradicardia de repouso apenas na sétima semana
de treinamento, ao contrario dos nossos resultados nos quais encontramos a

bradicardia de repouso a partir da quarta semana. Esse fato pode ser atribuido
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a dois aspectos: o inicio do tratamento de nosso estudo foi com idade mais
avancada (seis meses de idade), portanto a hiperatividade simpéatica
provavelmente ja estaria mais exacerbada que na quinta semana, o que pode
ter gerado uma maior resposta para esse parametro ao exercicio em nosso
estudo. Outro ponto € que, o volume de treinamento total semanal utilizado em
nosso protocolo foi maior, j& que utilizamos um dia a mais na semana (seis dias
na semana), diferente dos cinco dias realizado por Rolim e cols., o que pode ter
contribuido para a reducdo na frequéncia cardiaca precocemente. Nao
obstante, outros parametros confirmaram a eficiéncia do protocolo de
treinamento fisico utilizado por ndés como melhora da funcdo cardiaca,
tolerancia ao esforco e capilarizacdo no musculo séleo.

Esperavamos que a leucina, ainda que sozinha, fosse capaz de
melhorar a capacidade de esforco e que este seria efeito indireto de uma
provavel manutencdo da massa muscular. Outros estudos demonstraram que a
suplementacdo aguda com BCAAs aumentava a capacidade de esforgo
através do incremento da anaplerose muscular (CALDERS ET AL., 1997; CROWE;
WEATHERSON; BOWDEN, 2006). Contudo, € improvavel que esse mecanismo
tenha influenciado, j& que a suplementacdo foi realizada sempre apos as
sessOes de treino, bem como da realizacdo do teste maximo, a fim de evitar
uma possivel interferéncia aguda da leucina suplementar. A associacdo do
treinamento aerdbico com a leucina foi a intervencdo mais interessante no
sentido de potencializar a tolerancia aos esforcos, 0 que se deve,
prioritariamente, aos efeitos periféricos, ja que os grupos KOT e KOLT
melhoraram de forma similar a funcéo ventricular esquerda, mas o grupo KOLT
melhorou a tolerancia aos esforcos de forma mais acentuada, paralelamente a
melhora da funcdo muscular. De fato, a funcdo muscular é um dos principais
determinantes da capacidade de esforco na IC (LUNDE ET AL., 2001). Em
camundongos a,a/o,cARKO, essa disfuncédo esta associada ao desequilibrio
entre proteinas envolvidas na liberacdo/recaptacdo de calcio do reticulo
sarcoplasmatico, independente do tipo de fibra muscular (BUENO ET AL., 2010).
Além disso, um desequilibrio entre a producdo exacerbada das espécies
reativas de oxigénio em detrimento dos sistemas de defesa antioxidantes, tal
como ocorre em camundongos axa/a,cARKO (BACURAU ET AL., 2009), parece

contribuir de forma significativa para a disfuncdo muscular observada na IC,
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provocando a perda de capacidade contratii muscular através de diversos
mecanismos como oxidacdo direta de proteinas contrateis, de alteracdo da
funcdo do reticulo sarcoplasmatico, bem como da funcdo mitocondrial (DALLA
LIBERA ET AL., 2005; SuUPINSKI; CALLAHAN, 2007). Assim como no teste maximo,
o fato de a leucina ndo produzir efeitos no desmpenho motor quando
administrada sozinha foi inesperado. Contraditoriamente, estudo com
camundongos sugerem que a suplementacdo com BCAAs (1,5g/kg/dia por 9
meses) melhora a funcdo muscular avaliada através do teste rotarod (D'ANTONA
ET AL., 2010); em outro estudo envolvendo modelo de caquexia do cancer com
dieta hiperprotéica enriquecida com leucina e 6leo de peixe houve melhora da
fungdo muscular avaliada ex-vivo independente de massa muscular envolvida
(VAN NORREN ET AL., 2009). O treinamento fisico, por sua vez, foi capaz de
prevenir a piora no desmpenho motor corroborando dados recentes do nosso
grupo (BUENO ET AL., 2010), que, utilizando um protocolo de treinamento fisico
aerobico com oito semanas de duragcdo, demonstraram uma melhora
significativa no desempenho nos testes de rotarod e de deambulacdo. Nossos
achados também evidenciaram que a suplementacdo com leucina potencializa
os efeitos do treinamento fisico na fungcdo muscular. Esses efeitos adicionais
da leucina ao treinamento podem nao envolver apenas 0 aumento da massa
muscular. D’antona e cols. (2010), por exemplo, demonstraram que a
suplementacdo com BCAAs aumentou o desempenho no teste de rotarod e a
expressdo de proteinas envolvidas com a biogénese mitocondrial em midcitos
esqueléticos, culminando em aumento das enzimas de defesa antioxidante,
mas que estes efeitos eram ainda maiores quando a suplementacdo era
associada a um periodo de quatro semanas de treinamento aerdbico de
moderada intensidade. Corroborando esses dados, foi relatado que a
suplementacdo com leucina aumenta a sintese protéica pos-prandial
mitocondrial em ratos (GUILLET ET AL., 2004) e aumenta atividade da enzima
antioxidante superéxido desmutase (SOD) (BROCCA ET AL., 2008), mas o0s
mecanismos exatos pelos quais a suplementacdo com BCAA pode alterar a
funcdo mitocondrial ainda ndo estdo claros. Tem se sugerido que o0s
mecanismos podem ser dependentes e ndo-dependetes de mTOR (VALERIO;

D'ANTONA; NisoLl, 2011).
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Além da disfuncdo muscular observada na IC, algumas alteracBes na
morfologia das fibras musculares ja& bem descritas na literatura em roedores e
humanos (SULLIVAN ET AL., 1997; LUNDE ET AL., 2001; TOTH ET AL., 2005;
BACURAU ET AL., 2009), como uma transi¢ao de fendtipo mais oxidativo para um
mais glicolitico (I— I[IA—IlIX no musculo séleo e l[IA—IIX—IIB no musculo
plantar) e uma rarefagdo capilar no musculo séleo também foi observado. O
treinamento fisico, mesmo realizado com um volume menor total (quatro
semanas), restabeleceu o padrdo das fibras para um fenétipo mais oxidativo,
similarmente aos resultados encontrados previamente no Laborat6rio (BACURAU
ET AL., 2009). A rarefacdo vascular observada no musculo séleo nos grupos KO
e KOL também foi prevenida pelo treinamento fisico. Essa alteracdo pode
refletir uma melhora da perfuséo periférica, como observado em pacientes com
IC, e que ocorrem tdo pronunciadamente, podendo ser observadas mesmo em
membros néo ativados pelo exercicio (ROVEDA ET AL., 2003). Como esperado, a
leucina parece ndo ser suficiente para promover modificacbes nesses
parametros.

Outra caracteristica estrutural nos masculos e determinante importante
da capacidade de tolerar esfor¢cos na IC é a massa muscular (HARRINGTON ET
AL., 1997; TOTH ET AL., 1997), que em estados avancados, pode culminar em
caquexia, que, por sua vez, além de dificultar a realizacdo das tarefas
cotidianas, pode prolongar o tempo de hospitalizacbes (RICH ET AL., 1989),
aumentar as chances de complicacbes apés procedimentos cirargicos (ABEL ET
AL., 1976; VAN VENROOWJ ET AL., 2011) e aumentar a mortalidade em pacientes
com baixa capacidade fisica (ANKER ET AL., 1997). Confirmada através da
medida da area de seccao transversa (AST), a atrofia ocorreu nos diferentes
tipos de fibras nos muasculos séleo e plantar, em concordancia aos achados
prévios de nosso Laboratdrio (BACURAU ET AL., 2009).

O treinamento fisico, mesmo apesar de aerébico, e ndo gerar hipertrofia
muscular em individuos saudaveis (BOOTH; THOMASON, 1991), pode culminar
em uma maior preservacdo da massa muscular, pelo restabelecimento
homeostatico, em condi¢cBes patologicas (BACURAU ET AL., 2009). Esse
restabelecimento € observado em resposta a diversos mecanismos que estao
diretamente relacionados a atrofia muscular como uma melhora no balanco

entre citocinas anti-inflamatérias: inflamatérias, entre horménios anabdlicos:
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catabolicos, aumento dos sistemas de defesa antioxidantes, e, provavelmente,
a melhor resposta a estimulos anabdlicos como ingestdo alimentar (LENK;
SCHULER; ADAMS, 2010; BRUM ET AL., 2011). Em trabalho do Laboratério em
andamento, camundongos  opa/a,cARKO  apés  treinamento  fisico,
apresentaram alteracdo da expressdo génica de componentes do sistema
ubiquitina-proteassoma, concomitantemente & uma maior expressado protéica
de AKT, o que sugere ajustes entre vias de sintese e degradacao, refletindo
uma tentativa de restabelecimento do trofismo muscular. Dessa forma, pode-se
justificar os aumentos da AST nas fibras do tipo | no musculo séleo e do tipo 1A
e 1IB no musculo plantar nos grupos KOT e KOLT.

Talvez o resultado mais inesperado do presente estudo tenha sido o fato
de que a suplementacdo com leucina, sozinha, ndo foi capaz de atenuar a
perda de massa muscular em nenhum dos tipos de fibras. Nesse sentido, néo
podemos desprezar a relacdo entre os trés BCAAs. Na racdo oferecida aos
animais do presente estudo, a relacao leucina: valina: isoleucina era de 2:1:1,
mas com a suplementacao, estes foram de 3,5:1:1, portanto, pode ter ocorrido
um desbalanco na relacdo entre os outros dois BCAAs. Uma reducao
plasmatica de valina e isoleucina (NAIR ET AL., 1992; ToMm; NAIR, 2006), um
fendmeno conhecido como “paradoxo da leucina”, pode ser explicado pelo
aumento do produto de sua transaminacédo, o KIC, que inibe a atividade de
BCKD cinase e consequentemente o aumento da atividade do complexo
BCKDH depletando os cetoacidos dos outros aminoacidos e alterando a
disponibilidade de aminoacidos para a sintese protéica (PAXTON; HARRIS, 1984;
SHIMOMURA; HARRIS, 2006).

O treinamento fisico por sua vez, “reverteu” a resposta a leucina,
sugerindo uma interacdo entre os efeitos do treinamento fisico e o estimulo
nutricional. Assim, o treinamento fisico, por regular homeostaticamente a
célula, poderia gerar um ambiente favoravel aos efeitos da leucina no interior
celular. Portanto, a simples presenca de doses elevadas de leucina no plasma,
nao seria o determinante “primario” das respostas da leucina na célula, mas o
estado homeostatico da célula seria o determinante da resposta a presenca de
leucina. Isso nos remete a possibilidade da existéncia de receptores
especificos a leucina na membrana plasmatica, os “transceptores”

(transportadores e receptores), que ajustariam a quantidade de leucina que
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entraria no interior celular e modulariam a expresséo de proteinas envolvidas
na via mTOR (HUNDAL; TAYLOR, 2009).

Outra argumentacdo seria que 0s aminoacidos, como relatado
anteriormente, poderiam potencializar os sistemas de defesa antioxidantes pelo
melhor funcionamento mitocondrial (D'ANTONA ET AL., 2010; VALERIO; D'ANTONA;
NisoLl, 2011) e dessa forma, conferir protecdo a elevacdo exacerbada de
espécies reativas, que na IC, estd associado ao aumento de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-a, contribuindo para o estabelecimento da atrofia
(MoyLaN; REID, 2007; BACURAU ET AL., 2009). Nesse sentido, mTORC 1,
estimulada por amino&cidos, por exemplo, quando ativada, favorece o aumento
da expressdo génica de PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha), uma importante mediadora da biogénese
mitocondrial e capacidade oxidativa celular (SCHIEKE ET AL., 2006; CUNNINGHAM
ET AL., 2007). Outra possibilidade, independente de mTOR seria através do
catabolismo dos BCAAs, que, uma vez localizadas na matriz mitocondrial, as
enzimas envolvidas na sua oxidag&o induziriam um amento da expresséo de
proteinas envolvidas com a biogénese mitocondrial como sirtuin (SIRT)
(NAKAGAWA; GUARENTE, 2009). De fato, foi demonstrado que o exercicio agudo
aumenta a forma ativa de BCKDH tanto em ratos (KASPEREK, 1989; Xu, M. ET
AL., 2001) como em humanos (JACKMAN ET AL., 1997; MCKENZIE ET AL., 2000) e 0
treinamento diminui o0 estado de ativacdo do complexo BCKDH (MCKENZIE ET
AL., 2000; HOWARTH ET AL., 2007), confirmando que o treinamento é um
importante modulador das enzimas envolvidas no metabolismo dos BCAAs.

Ristow e cols. (2009)(RisTow ET AL., 2009) demonstraram que algumas
das adaptacdes benéficas ao treinamento, sdo abolidas com a administracao
concorrente de antioxidantes exdgenos (vitamina C e vitamina E), prevenindo a
inducdo de mecanismo dependente de PGC-1a no aumento de enzimas
relacionados ao sistema de defesa antioxidante, o que ndo ocorreria com 0s
BCAAs. Dessa forma, Valerio e cols. (2011) preconizam que a suplementacao
com BCAAs poderia ser utilizada concomitantemente ao treinamento,
diferentemente de outros nutrientes com potencial “antioxidante”.

Uma questao curiosa foi em relacdo aos efeitos adicionais da leucina ao
treinamento serem observados especificamente nas fibras do tipo IIA e IIB no

musculo plantar, ou seja, com caracteristicas predominantemente glicoliticas. O
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conhecimento referente a estimulos tréficos dos aminoacidos e sua relacdo
com os tipos de fibras ainda € muito incipiente, mas esperava-se que seus
efeitos fossem mais proeminentes em fibras do tipo I, pelo metabolismo
preferencial desse tipo de fibras por BCAAs (BIOLO ET AL., 1995), uma vez que
a maior parte das enzimas transaminases e desidrogenases de seus
cetoacidos, envolvidas no seu metabolismo, estdo localizadas em
compartimentos mitocondriais, por sua vez, presentes em maior nimero nas
fioras com carateristicas predominantemente oxidativas. E possivel que o
treinamento fisico modifique esse padrdo de resposta e dessa forma, os
BCAAs por terem demonstrado um efeito estimulatério sobre o sistema de
defesa antioxidante, poderiam conferir uma protecdo mais exacerbada em
fibras mais desprovidas desses mecanismos protetores antioxidantes, como as
fiboras com caracteristicas mais glicoliticas. De fato, foi observado que a
associacao de suplementagdo com uma mistura de aminoacidos (1,5g/kg/dia
diluido na agua de beber com 30,5% de leucina em sua formulacdo) a um
protocolo de corrida voluntaria para camundongos durante oito semanas,
proporcionou um aumento mais pronunciado na AST das fibras do tipo 2A que
do tipo | no muasculo séleo, embora os autores ndo tenham encontrado
justificativa para tal resultado (PELLEGRINO ET AL., 2005).

A perda de proteinas musculares sustentadamente, tal como a
encontrada nos camundongosa,a/a,cARKO, pode ser explicada parcialmente
por uma diminuicdo da capacidade do musculo em responder de maneira
apropriada a estimulos anabdlicos como ingestdo alimentar (mais
especificamente aminoacidos) e exercicio fisico. Na IC, o turnover protéico esta
negativo, sendo que tanto a degradacdo protéica esta aumentada como a
sintese esta reduzida (MORRISON; GIBSON; RENNIE, 1988; TOTH; MATTHEWS,
2006). Dessa forma, investigamos uma das vias relacionadas ao processo de
sintese e de degradacdo, a via da mTOR, que é ativada na presenca de
aminoacidos e por estimulo mecanico, mas ao contrario do mecanismo
estimulado por aminoéacidos, a ativacdo pelo exercicio se da através das vias
IGF1/AKT (DRUMMOND ET AL., 2009), mas principalmente através das vias
MAPKinase (MIYAZAKI ET AL., 2011). Na IC, a ativacdo da via Akt/mTOR
estimulada por insulina/IGF-1 esta atenuada (ANKER ET AL., 2001; HAMBRECHT
ET AL., 2002; SCHULZE; SPATE, 2005; SANTOS ET AL., 2010), mas a resposta ao
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estimulo mecénico parece estar mantida (BACURAU ET AL., 2009; BUENO ET AL.,
2010). O impacto da IC na sinalizagdo de mTOR mediada pela leucina no
musculo esquelético era, até entdo, desconhecido.

Os resultados demonstraram que no modelo de IC induzida por
hiperatividade simpética a leucina pode apenas parcialmente estimular a via
MTOR visto que os indicadores de fosforilacdo das proteinas p70S6k, 4EBP-1
e AMPK ndo estavam totalmente restaurados. Além disso, observamos
também que na IC, essa resposta anabdlica a leucina era restaurada quando
havia o estimulo mecénico cronico. Isso nos permite afirmar que o treinamento
fisico foi uma ferramenta valida em reverter os efeitos de resisténcia anabdlica
a leucina, independente do tipo de fibra muscular.

O déficit de sinalizacdo anabdlica ou a restauracdo incompleta da
sintese protéica basal é interpretada na literatura como “resisténcia anabdlica”
(Rennie, 2009). Quando essa resisténcia se da especificamente a leucina é
denominada de “resisténcia anabdlica a leucina” e envolve principalmente uma
sinalizagdo da via mTOR atenuada, tal como tratamento com glicocorticoides
(RIEU ET AL., 2004; NICASTRO; ZANCHI; ET AL., 2011), miopatia induzida por
excesso de alcool (LANG ET AL., 2003), ratos idosos (DARDEVET ET AL., 2000),
sepse (LANG; FROST, 2004; LANG; PRUZNAK; FROST, 2005), uremia (CHEN ET AL.,
2011) e mesmo em humanos em determinadas condicfes atroficas, como
desuso muscular (GLOVER ET AL., 2008) e sarcopenia senil (KATSANOS ET AL.,
2006).

Os mecanismos pelos quais o treinamento fisico atenua a resisténcia
anabdlica ainda ndo estdo esclarecidos, mas é interessante notar que o
tratamento com antagonista farmacoldgico de TNF-q, o efeito estimulatério da
leucina em fosforilar proteinas da via mTOR € parcialmente restaurado (LANG;
FROST, 2006), sugerindo que, pelo menos em parte, diminuir o estado
inflamatorio pode atenuar a resisténcia anabdlica a leucina e pode ser um dos
mecanismos pelo qual o treinamento melhore as respostas a suplementacéo
com leucina. De fato, no presente trabalho, verificamos que o treinamento fisico
foi capaz de restaurar totalmente o0s niveis plasmaticos de TNF-q,
demonstrando os efeitos anti-inflamatérios do exercicio, conforme observado
previamente em modelo de IC secundéaria ao infarto agudo do miocardio

(BATISTA ET AL., 2010).
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Outro estudo (MARzANI ET AL., 2008) demonstrou que uma mistura de
antioxidantes pode restaurar o déficit na sintese protéica observado em ratos
idosos, ao passo que a suplementagcdo com BCAAs é incapaz de aumentar a
fosforilacdo de proteinas da via mTOR em camundongos que nao expressam a
enzima O6xido nitrico sintase constitutiva (eNO™), e como consequéncia,
exacerbacédo do estresse oxidativo (D'ANTONA ET AL., 2010), sugerindo que a
melhor resposta anabdlica induzida pela leucina pode envolver a reducdo do
estresse oxidativo. Outro interessante trabalho demonstrou que o estresse do
reticulo pode mediar o déficit de sinalizacdo anabdlica precedendo a
sinalizag&o da via AKT-mTOR (DELDICQUE ET AL., 2011).

No contexto da suplementacdo com leucina em doses elevadas, tal
como a utilizada por nés, poderiam ser observados alguns efeitos indesejaveis
descritos na literatura como a resisténcia a insulina (BALAGE ET AL., 2011). De
fato, em trabalho recente com a nossa colaboracdo, em um modelo de atrofia
muscular e resisténcia a insulina induzido por dose suprafisiologica de
glicocorticéide, a suplementacdo com leucina (0,135g/kg por 7 dias) néo
preveniu a atrofia muscular e exacerbou os efeitos diabetogénicos induzidos
pelo tratamento com glicocorticéide (NICASTRO; ZANCHI; ET AL., 2011). Dessa
forma, essa poderia ser uma das explicacbes plausiveis para nao termos
observados efeitos da leucina sozinha no presente estudo. Contudo,
observamos que a suplementacdo com leucina nao induziu efeitos negativos
nos parametros relacionados a homeostase de glicose. Apesar da resposta
glicémica em jejum por tempo mais prolongado (12 horas) e os niveis de
insulina permanecerem 0s mesmos entre os animais KO e WT, a menor
tolerancia a glicose nos animais sugere uma melhor homeostasia de glicose.
Essa melhor resposta glicémica, observada no grupo KO, pode estar
relacionada com a inativacdo génica do receptor a,a adrenérgico, visto que,
animais com a inativacdo desse receptor, apresentam menores niveis de
glicose sanguinea (PETERHOFF ET AL., 2003). A suplementacdo com leucina néo
demonstrou acdo moduladora nesses parametros relacionados a homeostasia
glicémica, sugerindo que a resisténcia a insulina ndo ocorreu. Como esperado,
o treinamento fisico melhorou ainda mais a tolerancia a glicose, mas sem

efeitos adicionais da associacao treinamento e leucina, o que permite inferir
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gue os efeitos da leucina associada ou ndo ao treinamento também n&o
estiveram associados aos parametros relacionados a homeostase glicolitica.

Outro possivel efeito indesejavel da suplementacdo envolve a fungéo
renal (MARTIN; ARMSTRONG; RODRIGUEZ, 2005). Na IC, as complicagdes renais
sdo bastante prevalentes e em conjunto a uma série de manifestacées que
envolvem alteragbes patologicas cardiacas, € denominada de “sindrome
cardio-renal” (CICOIRA; ANKER; RONCO, 2011). A interrelag&o entre coragao e rim
€ tdo evidente que apenas 7% dos pacientes com IC tém funcdo renal
preservada (DE SILvA ET AL., 2006). N&o obstante, 0os mecanismos
fisiopatologicos que levam a IC e deterioram sua funcdo também impactam
diretamente sobre os rins, como a hiperativagdo neurohormonal, que reduz a
perfusdo renal e pode levar as alteraces progressivas na vasculatura renal e
ao aumento da resisténcia vascular (POKHREL ET AL., 2008). A ativagao continua
de sistemas neurohumorais, como a ativagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, leva a sobrecarga de volume, a disfuncdo endotelial e a
inflamag&o, podendo contribuir para mudancgas funcionais e estruturais no
coracao e vasos, além de agravar a funcéo cardiaca, tornando-se, portanto, um
ciclo vicioso (CICOIRA; ANKER; RONCO, 2011). Corroborando esses dados foi
observada uma intensa atividade dos componentes do sistema renina-
angiotensina-aldosterona em camundongos axa/a,cARKO (PEREIRA ET AL.,
2009). Presumivelmente, os resultados indicam que nesse modelo animal ha
perda de funcdo renal, como indicado pelos elevados niveis de proteina
urinaria. J4 a creatinina plasmatica, que reflete a reducdo no volume de
filltracdo glomerular, ndo estava alterada de forma significante em nosso
modelo de IC.

Durante a ultrafiltracdo do plasma pelos glomérulos para a formacéo de
urina, passam através dele, em situacbes normais, agua, pequenas moléculas
como glicose e uréia, mas ndo proteinas de alto peso molecular (>70 kDa),
sendo que algumas proteinas do ultrafiltrado sdo reabsorvidas pelo tdbulo
proximal, mesmo ja tendo passado pelos glomérulos (POORTMANS;
VANDERSTRAETEN, 1994). A proteindria pode ser devido a lesdo glomerular,
permitindo a passagem de proteinas de alto peso molecular, bem como tubular,
caracterizada principalmente por proteinas de baixo peso molecular, pela nao-

reabsorcdo das proteinas pelas células tubulares e proteindria intersticial
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devido a liberacdo de proteinas para o espaco urinario devido a processos
inflamatérios (Guyton & Hall, 2002). Andlises histologicas ja estdo sendo
realizadas para melhor elucidar essa questédo. Portanto, seja qual for o local(is)
especifico(s) de comprometimento renal, um elevado nivel de proteinas na
urina é indicativo de perda funcional, o que pode ser nitidamente demonstrada
através dos niveis urinarios elevados nos camundongos oa/a2cARKO. O
treinamento fisico atenuou a proteintria acentuadamente nos grupos KOT e
KOLT, corroborando a melhora observada em outros estudos (PECHTER ET AL.,
2003).

Em relagdo a suplementagcdo com leucina, apesar de documentada a
possibilidade da carga excessiva de aminoacidos levar a um prejuizo na taxa
de filtracdo glomerular, por estimular o co-transporte de sodio/ amino&cidos
(BRENNER; MEYER; HOSTETTER, 1982), isso parece n&o ocorrer para a leucina
nas doses utilizadas em nosso estudo. Uma provavel explicacdo seria a ampla
distribuicdo de enzimas que regulam o metabolismo de BCAAs nos diversos
compartimentos corporais, inclusive no parénquima renal, que apresenta alta
atividade de BCAA transferase e baixa de BCKA- deidrogenase (KUHLMANN;
KoppLE, 1990). Ademais, estudos com ratos suplementados com altas doses
de BCAAs (1,50g/kg/dia) apresentaram melhora da funcédo e morfologia renal
(CORSETTI ET AL., 2010). Outro estudo também ndo apontou efeitos adversos
em ratos que ingeriram uma dose diaria de leucina de 1,57g/kg, por trinta
semanas, portanto, superior a nossa em dose e tempo de tratamento (TSUBUKU
ET AL., 2004), nem efeitos téxicos foram observados quando ratos ingeriram
2,50g/kg de BCAA diariamente durante 3 meses ou 1,25g/kg diariamente por
um ano (Shimomura et al., 2005). Ainda, uma revisdo de varios estudos
enfocando os efeitos da dose e toxicidade da ingestdo de BCAAs em humanos
e varios modelos animais e concluiu que os BCAAs sdo os aminoacidos mais
“bem tolerados” quando se ultrapassa as recomendacdes de ingestdo (Baker,
2005).

Ainda nessa linha, o treinamento fisico alterou robustamente as
respostas relacionadas a funcdo renal, o que pode ser observado mesmo
guando ndo ha evidéncia de altera¢des no grupo KO, como no caso dos niveis
do clearence de creatinina. O musculo esquelético é o maior sitio de producéo

7

da creatinina, que é excretada pela filtracdo glomerular e qualquer
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anormalidade que diminua a velocidade do fluxo urinério ir4 resultar na
elevacao da sua concentracédo no plasma (BAXMANN ET AL., 2008). Nos grupos
KOT e KOLT, como o aumento do clearence de creatinina foi acompanhado de
niveis aumentados de creatinina urinaria e 0s niveis plasmaticos ndo se
modificaram, pode se inferir que o aumento do turnover protéico pode ter
elevado a necessidade de excrecdo de produtos finais provenientes do
metabolismo do exercicio e concomitantemente, uma melhora na funcgéo renal,
jA que este eliminou mais eficientemente os niveis de creatinina plasmatica.
Para essa Ultima possibilidade, pode se argumentar que € possivel que no
grupo KO e KOL, estes ainda que estejam com clearence de creatinina
aparentemente normal, a disfuncdo renal apenas nao seja ainda detectavel por
esse parametro.

Em face dos beneficios do treinamento fisico, alguns deles evidentes em
nosso trabalho, a maioria dos estudos tém demonstrado que o treinamento
fisico melhora a sobrevida nos pacientes com IC (PIEPOLI ET AL., 2004). Isso &
atraente, uma vez que, mesmo com o0 advento de terapia farmacoldgica
reconhecidamente eficaz, os pacientes com IC ainda apresentam alta taxa de
mortalidade (American Heart Association, 2010).

Além do treinamento fisico, em outros estudos (D'ANTONA ET AL., 2010;
LANG; LYNCH; VARY, 2010; VALERIO; D'ANTONA; NisoLl, 2011), a suplementacao
com leucina isoladamente foi capaz de ampliar o tempo de vida cronolégico em
modelos animais.

Em nosso estudo, apesar de uma tendéncia, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na curva de sobrevida (p=0,08) entre os grupos,
provavelmente em virtude do tempo de intervencdo, que ocorreu em uma fase
mais tardia, ou seja, a IC provavelmente ja estivesse em uma fase avancada,
bem como pelo nimero reduzido de animais para este tipo de andlise.
Entretanto, das diferentes intervencdes, a associacdo do treinamento fisico e a
suplementacao com leucina foi a que mais se aproximou do nivel de sobrevida
do grupo WT. Os mecanismos pelos quais essa associacdo pode aumentar a
sobrevida ainda ndo estdo esclarecidos, mas parecem envolver aumento da
biogénese mitocondrial em midcitos cardiacos e esqueléticos e aumento da

capacidade de defesa antioxidante (D'ANTONA ET AL., 2010).



I

8. Consideragdes finais

Os maiores achados do presente estudo foram que a suplementacdo
com leucina foi in6cua quando administrada como Unica forma de intervencao,
mas associada ao treinamento fisico potencializou os efeitos deste na
atenuacdo da atrofia muscular em fibras com caracteristicas
predominantemente glicoliticas, melhorando a tolerancia aos esforcos e a
fungdo muscular. O fato de ndo serem observados efeitos nesses parametros
supracitados com a suplementacdo de leucina isoladamente ndo estava
associada a interacdo entre dose utilizada e efeitos adversos relatados na

literatura como disturbios na homeostase glicolitica e funcao renal.
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Padrac
Andllze Uinidads Raaultads Minbm Meaximo Status
Proteina Bruta % 2371
Alaning % 1,18
Arginina % 187
Ac. Aspartico % 2,53
Glicina % 1,24
Iscdeucina % 1,02
Leucina % 2,03
Ag. Glutimico % 4,78
Lisina % 1.23
Cistina % 0,29
Metionina % 0.55
Fenilalanina % 1,15
Tirosina % 0,87
Treanina % 0.9
Triptofano % 0.29
Prolina % 1,88
Valina % 1,09
Histidina % 0,87
Serina % 1,19
Soma dos amincdcidos % 2457




