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RESUMO

VIANNA, D. Efeito da suplementa¢cdo crénica com leucina na composicéo
corporal e em parametros metabdlicos de ratos envelhecidos. Séo Paulo, 2009.
[defesa de mestrado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo].

Diversos estudos demonstraram que a administracdo aguda de leucina € capaz de
atenuar a perda de massa muscular que ocorre no envelhecimento. Contudo,
poucos estudos verificaram o efeito crénico dessa suplementacdo na composicao
corporal e em parametros metabodlicos. O presente estudo analisou o efeito da
suplementagdo com leucina durante 40 semanas na composi¢do corporal e nos
parametros bioquimicos e teciduais de ratos envelhecidos. Para isso, foram
utilizados 40 animais Sprague-Dawley, com 6 meses de idade, os quais foram
distribuidos em trés grupos experimentais. Grupo adulto (n=10), ratos eutanaziados
no inicio do experimento; Grupo Controle, recebeu ragdo contendo uma mistura de
aminoacidos ndo essenciais por 40 semanas, e Grupo Leucina, recebeu racdo
contendo 4% de leucina por 40 semanas. Durante o experimento foi avaliado o
consumo alimentar e o peso corporal. Apos as 40 semanas de experimento 0s
animais foram eutanaziados com intervalo de 5 horas de jejum (periodo poés-
prandial) para coleta de soro sanguineo e tecidos. Avaliaram-se: a composi¢ao
quimica da carcaca; a massa de 6rgdos e dos musculos gastrocnémio e soleo; as
concentracdes de proteina e RNA no figado e no musculo gastrocnémio; o
aminograma sanguineo; as concentragfes séricas de IGF-1, insulina, proteinas
totais, albumina, glicose e perfil lipidico. Em relagdo ao peso corporal, o grupo
leucina apresentou menor massa corporal, quando comparado ao grupo controle
(p<0,005). No entanto, ndo houve diferenga entre o grupo leucina e o controle em
relagdo ao consumo alimentar. Ambos os grupos de animais envelhecidos
apresentaram aumento da gordura corporal em comparagdo aos animais adultos,
porém o grupo leucina apresentou menor conteddo de gordura corporal (somatéria
dos depdsitos de gorduras e porcentagem de gordura total) do que o grupo controle.
Os animais envelhecidos dos grupos leucina e controle apresentaram maiores
concentracdes de glicose, triglicérides, colesterol, HDL, LDL, VLDL e insulina
quando comparados ao grupo adulto. Os resultados obtidos permitem sugerir que a
suplementagéo crbénica com leucina ndo atenua a perda de massa muscular que
ocorre durante o envelhecimento, porém é eficaz em reduzir a gordura corporal de
ratos. Entretanto, essa redugdo de gordura ndo foi acompanhada de melhora em
parametros indicativos da homeostase glicémica e lipidica.

Palavras-chave: Leucina. Envelhecimento. Composi¢ao Corporal. Gordura corporal.



ABSTRACT

VIANNA, D. Effects of chronic leucine supplementation on body composition
and metabolic parameters in aged rats. Sdo Paulo, 2009. [Master’'s degree
dissertation — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sado Paulo].

Several studies have demonstrated that acute administration of leucine is able to
attenuate muscle mass loss which occurs during aging. However, few studies have
assessed the chronic effects of this supplementation on the body composition and
metabolic parameters. The present study analyzed the effect of leucine
supplementation during 40 weeks on body composition, biochemical and tissue
parameters in aged rats. For that, 40 Sprague-Dawley rats, 6 months old, were
distributed into three experimental groups. In the Adult Group (n=10) rats were
sacrificed at the beginning of the experiment; the Control Group received a diet
containing a mix of non-essential amino acids during 40 weeks, and the Leucine
Group received a diet containing 4% leucine during 40 weeks. Food consumption
and body weight were evaluated during the experiment. After 40 weeks of
experiment, the animals were sacrificed after a 5-hour fast (post-prandial period) for
serum and tissue sampling. The following parameters were evaluated: carcass
chemical composition; mass of organs and gastrocnemius and soleus muscles;
concentration of protein and RNA in the liver and in the gastrocnemius muscle; blood
profile of amino acids; serum concentrations of IGF-1, insulin, total proteins, albumin,
glucose and lipid profile. Concerning body weight, the leucine group showed a lower
body when compared to control group (p<0,005). There was no difference between
the leucine group and the control group concerning food consumption. Both groups
of aged animals showed increased body fat compared to adult animals, but the
leucine group showed a lower body fat content (sum of fat depositions and percent of
total fat) than the control group. Both in the leucine and the control groups showed
higher concentrations of glucose, triglycerides, cholesterol, HDL, LDL, VLDL, and
insulin compared to the adult group. The results obtained in this work allow us
suggest that chronic leucine supplementation did not attenuate the loss of muscle
mass that occurs during aging, but it is effective in reducing body fat in rats.
However, this reduction of fat was not accompanied by improvement in parameters
indicative of glucose homeostasis and serum lipid profile.

Keywords: Leucine. Aging. Body Composition. Body fat.
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1 INTRODUGCAO

A transi¢cdo demogréfica ocorrida no ultimo século converge para aumento do
namero de idosos em todo o mundo, inclusive no Brasil, uma vez que a taxa de
aumento da populagéo caiu de 3% (entre 1950 e 1960) para 1% no ano de 2008 e
poderd chegar a um valor negativo em 2050 (IBGE, 2008), quando os idosos na
faixa dos 65 anos representardo cerca de 23% do total de habitantes do pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Com esse aumento da populagdo idosa, cresce a preocupagado com OS
problemas associados a saude, ja que com o avancar da idade aumenta a incidéncia
de doencas em decorréncia das alteragdes fisiol6gicas que acompanham o processo
de envelhecimento. Com isso, ha diminuicdo da qualidade de vida, acarretando o
aumento das dificuldades enfrentadas pelos idosos, principalmente levando & maior
gasto financeiro com a saude (WICK et al.,, 2000). Dessa forma, o estudo das
alteracg0es fisioldgicas e a identificagdo de estratégias que possam minimizar ou até
mesmo reverter estas alteracdes séo de grande importancia para o idoso e para a
populacédo em geral.

O envelhecimento manifesta-se pelo declinio das funcdes dos diversos
orgdos que, caracteristicamente, tende a ser linear em fungdo do tempo, ndo se
conseguindo definir um ponto exato de transicdo, como nas demais fases de
crescimento. O envelhecimento tem inicio relativamente precoce, ao final da
segunda década da vida, perdurando por longo tempo, de forma pouco perceptivel,
até que surjam, no final da terceira década, as primeiras alteracfes funcionais e/ou
estruturais atribuidas a esta fase (PAPALEO NETTO, 1999).

Ja é definido na literatura que o corpo humano pode ser quimicamente
separado em dois grupos de massas teciduais: a massa gorda (gordura corporal) e a
massa magra (livre de gordura). A massa magra € constituida por proteinas, agua
intra e extracelular e conteaddo mineral 6sseo, e a massa gorda é constituida por
gordura corporal (LOHMAN et al., 1991). Durante o processo de envelhecimento
ocorrem modificagBes na composi¢do corporal, como reducédo do teor de &gua e

declinio da massa muscular esquelética (Figura 1). Por outro lado, ocorre acumulo

VIANNA, D.
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de gordura corporal, como pode ser observado na Figura 1, sendo que esse
aumento da gordura corporal predomina na regiao intra-abdominal. Por sua vez, o
acumulo de gordura intra-abdominal, ou também chamada de visceral, esta
associado a diversos fatores de risco cardiovasculares (SILVA et al., 2006;
RIBEIRO, DONATO e TIRAPEGUI, 2006; SHERLOCK e TOOGOOQOD, 2007).

7 l .
80 -
60 -

40

Composicéo Corporal (%)

20

20-29  30-39 40-49 50-59 60-69 70-79

Idade (anos)
Figura 1: Representacdo esquematica das modificacbes que ocorrem nos

compartimentos da composicdo corporal durante o processo de envelhecimento. Bl

Gordura. outros compartimentos. Il massa muscular. Adaptado de Dardevet et
al. (2003).

A obesidade é definida como um desequilibrio entre o consumo de energia e
seu gasto, cujo qual resulta em acumulo de gordura corporal (WHO, 2000).

A prevaléncia de idosos obesos vem crescendo muito nos ultimos anos. Nos
Estados Unidos estima-se que 30% dos idosos s@o obesos (ZAMBONI et al., 2007).
Ja na populacéo brasileira, 50,3% dos idosos possuem excesso de peso (indice de
Massa Corporal > 25kg/m2) e 13,5% sdo obesos (indice de Massa Corporal >
30kg/m?) (Ministério da Saude, 2007). Estimativas apontam que em 2010 39,6% da
populagdo mundial de idosos sera classificada como obesa (ARTERBURN, CRANE

e SULLIVAN, 2004). O ganho de peso que ocorre com o envelhecimento exerce

VIANNA, D.
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divergentes efeitos nos subcompartimentos da gordura corporal, como o aumento da
gordura visceral abdominal e a diminuigdo da gordura subcutanea abdominal. Estas
alteragOes trazem importantes consequéncias no perfil metabdlico desses individuos
(ZAMBON! et al., 2007).

Concomitante ao aumento da massa gorda, estima-se que a partir dos 40
anos ocorra perda de 5% de massa muscular a cada década, com declinio mais
rapido apdés os 65 anos, particularmente nos membros inferiores. As mulheres
apresentam ainda maior declinio muscular do que os homens (ROUBENOFF e
HUGHES, 2000). Essa perda nao resulta em queda ponderal em funcdo do
concomitante acumulo de gordura corporal (EVANS, 1995; PROCTOR et al., 1998).

O envelhecimento também promove o desequilibrio nas taxas de sintese e
degradacdo de proteinas (tunorver protéico), o qual favorece reducdo de proteina
corporal total e declinio da massa muscular esquelética. A proteina, excluindo a
adgua, € o maior componente do musculo esquelético, representando 20% do peso
total. Sendo assim, o avanco da idade esta relacionado com a reducdo da
capacidade do musculo esquelético de sintetizar novas proteinas (PROCTOR et al.,
1998).

O turnover protéico ndo é somente critico por manter a integridade estrutural
e as concentracbes de proteinas, como a miosina e actina, mas também é
necessario para a manutengdo de outras fungbes musculares, como sintese de
enzimas. A reducdo de enzimas ativas no idoso pode ser explicada também pela
reducdo da sintese protéica mitocondrial, favorecendo o aumento de mutac¢des no
DNA mitocondrial (BALAGOPAL, PROCTOR e NAIR, 1997).

Outra alteracgédo relacionada ao processo de envelhecimento pode ser notada
na estrutura muscular esquelética, cujas fibras do tipo Il b (glicoliticas) e do tipo Il a
(oxido-glicoliticas) s&o diminuidas. Entretanto, a quantidade das fibras tipo |
(oxidativas) ndo sofre alteragdo. Esses acontecimentos sdo acompanhados por
perda de massa muscular esquelética e de forgca, também denominada sarcopenia
(CARLSON, 1995).

No processo de envelhecimento ocorre, ainda, diminuicdo dos niveis de

horménios anabdlicos que contribuem com as mudangas na composi¢cao corporal,

VIANNA, D.
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por estarem relacionados com desordens metabdlicas. Sendo o horménio do
crescimento (GH) o mais afetado (ROUBENOFF e CASTANEDA, 2001).

Recentes pesquisas sugeriram que a secrecdo do GH cessa na sétima
década de vida. A reducdo deste horménio esté relacionada com o aumento do
volume de adipdcito e a diminuicdo do desempenho fisico e dos niveis de
testosterona (SHERLOCK e TOOGOOQOD, 2007).

Cabe ressaltar que também ha diminuicdo da producdo dos horménios
sexuais (androgenos e estrogenos) que afetam a composicdo corporal,
principalmente na redugdo da massa muscular esquelética, por influenciar a sintese
protéica (MARCUS, 1996; ROUBENOFF e CASTANEDA, 2001).

Ou seja: o envelhecimento esta relacionado com mudan¢as na composi¢ao
corporal, incluindo o aumento da gordura corporal, prevalecendo a obesidade e da
redugcédo da massa muscular e forga, sendo definida recentemente como obesidade
sarcopénica (ROUBENOFF, 2004).

Diante disso, varios autores tem sua teoria para definir obesidade
sarcopénica. Villareal et al. (2004) definiram a obesidade sarcopénica como sendo a
qualidade do musculo e a infiltracdo de gordura no mesmo. Ambos, o
envelhecimento e a obesidade, estdo envolvidos com a progressiva deterioragéo da
qualidade muscular. Em sua pesquisa comparando 52 idosos obesos com 52 idosos
ndo-obesos, 0s autores observaram que 0s sujeitos obesos possuiam maior peso
absoluto de massa muscular, quando comparados com 0 outro grupo experimental.
Além disso, esses idosos obesos apresentaram reducdo do estado funcional, da
capacidade aerdbica e da forca muscular e aumento na infiltracdo de gordura
intramuscular. Esses achados séo interessantes, pois mostram que, apesar do maior
peso da massa muscular, os idosos obesos tem menor qualidade de musculo,
expressa pela taxa entre forga muscular e capacidade funcional.

Diante destas evidéncias é recomendado que idosos se submetam a algum
tratamento para atenuar o declinio da massa muscular e o incremento de gordura
corporal, a fim de reduzir as chances de mortalidade e controlar as doencas

relacionadas & obesidade sarcopénica. Nesse sentindo, vérias intervencdes

VIANNA, D.



INTRODUCAO 19

terapéuticas sdo propostas, como a reposicdo de esterdides sexuais e do GH, a
pratica de exercicio fisico e a suplementacgédo alimentar.

Quanto ao GH, sua propriedade anabdlica tem sido sugerida por manipular o
eixo GH/IGF-1 (fator de crescimento semelhante & insulina), sendo uma possivel
opcédo terapéutica para o tratamento de muitas mudangas que ocorrem com O
envelhecimento. Estudos em populagbes idosas que usaram GH encontraram
efeitos positivos na composicéo corporal, na forga muscular, na densidade mineral
0ssea e no desempenho fisico (SHERLOCK e TOOGOOD, 2007).

Um estudo conduzido por Rudman et al. (1990) analisou o efeito da
suplementagdo com GH em homens com idade entre 60 e 81 anos. Neste estudo
foram notadas véarias mudangas no grupo tratado com GH, dentre as quais o
aumento do IGF-1, de massa magra (8,8%) e da densidade mineral 6ssea (1,6%) e
a diminuicao de gordura corporal total (14,4%), quando comparado com 0 grupo n&o
tratado.

Nesse contexto, Marcus et al. (1990) avaliaram o efeito da suplementagéo
com GH em idosos (60 anos) durante 7 dias. Nesta pesquisa observou-se menor
excre¢ao urinéria de nitrogénio e sddio, sugerindo aumento do anabolismo protéico.
Essas mudancas anabdlicas também foram verificadas em outro estudo com
protocolo experimental semelhante, mas com duragdo de 4 semanas (THOMPSON
et al., 1995).

Outros dois estudos usando a terapia com GH combinado com exercicio
mostraram aumento na proporgéo de fibras tipo Il, o que levou os autores a concluir
que o tratamento durante 3 meses com GH, combinado com o exercicio fisico, ndo
altera a degradacao e a sintese proteica muscular (turnover) (TAAFFE et al., 1996;
HENNESSEY et al., 2001).

Apesar de existirem varias evidéncias positivas do uso de GH, também ha
reagcOes adversas relacionadas ao hormoénio, como aparecimento de cancer de colon
e de préstata, além de outras doencas (SHERLOCK e TOOGOOD, 2007).

Com relagdo a testosterona, existem evidéncias indicando que a
administragédo deste hormdnio aumenta a massa muscular e a forca em idosos com
deficiéncia na producéo de andrégenos (BROSS, JAVANBAKHT e BHASIN, 1999).
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Tenover (1992) tratou homens idosos com 100mg de testosterona durante 12
semanas e constatou aumento na massa magra de 1,8kg quando comparado com o
grupo controle. Em outro estudo semelhante, foram administrados 200mg de
testosterona e houve discreto aumento da forga; no entanto, ndo houve mudancas
na composigéo corporal (HADDAD et al., 1994).

Recentemente, Page et al. (2005) avaliaram o efeito da suplementagao
cronica com testosterona em homens idosos (65 anos) durante 36 meses. Os
autores encontraram aumento da massa magra, da forca e do desempenho fisico e
diminuicdo da gordura corporal e das concentracdes de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e leptina.

Embora varios estudos mostrem efeito positivo do uso de testosterona,
existem diversos estudos indicando os efeitos adversos da administragdo
prolongada deste horménio. Entre estes efeitos indesejaveis destacam-se: irritacao
da pele, edema, agregacdo plaquetaria, policitemia, anormalidades funcionais no
figado, podendo favorecer o desenvolvimento de céncer hepatico, cancer de
prostata, além de ser fator de risco para o desenvolvimento de doencgas
coronarianas (JORDAN et al., 1998; KAUFMAN, 2003; GOOREN e BUNCK, 2004;
WALD et al., 2006). A estratégia de reposi¢cdo hormonal, quando utilizada por longos
periodos, pode ocasionar reacdes adversas como: morte subita, aumento do
hematdcrito, ginecomastia, desenvolvimento de cancer e alteracé@o do perfil lipidico e
glicémico (SILVA et al., 2006).

Sendo assim, uma das estratégias mais indicadas para retardar a perda de
massa muscular e da for¢a, além de diminuir a gordura corporal total, € o exercicio
fisico. O treinamento de forca é indicado neste contexto por alterar a composicao
corporal em idosos (ZHONG, CHEN e THOMPSON, 2007).

Em um estudo conduzido por Yaresheski et al. (1995) foi constatado que o
treinamento resistido em homens idosos (65-75 anos) aumentou a sintese proteica
muscular (~50%) e a for¢ga muscular depois de 16 semanas de treino. Outro estudo
verificou aumento da taxa de sintese protéica no musculo vasto lateral de homens e
mulheres entre 72 e 92 anos, depois de 3 meses de treinamento resistido
(Yaresheski et al., 1999).
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Assim, esta estratégia € considerada eficiente para atenuar ou reverter a
obesidade sarcopénica. Estudos com treinamento em curto prazo, 10 a 12 semanas,
treinando duas ou trés vezes na semana, indicaram ganho de forca em mulheres e
homens idosos, sendo que este aumento também foi verificado em idosos com 90
anos ou mais (McCARTNEY et al., 1996; VANDERVOOT, 2002; DOHERTY, 2003;
TAAFFE, 2006; ZHONG, CHEN e THOMPSON, 2007).

Embora a pratica do treinamento fisico ainda seja a intervencdo mais
usualmente indicada para aumentar a massa e a forga muscular e reduzir a gordura
corporal em idosos, em alguns momentos a realizagdo de treinamento torna-se um
obstaculo, em fun¢éo da dificuldade motora que muitos idosos apresentam.

Desse modo, a suplementagdo alimentar pode representar uma forma de
manutencdo da massa muscular, de redugdo da gordura corporal, sendo uma
maneira de reduzir a chance de desenvolvimento da obesidade sarcopénica na
populacdo idosa (SILVA et al., 2006). A justificativa para o uso de um suplemento
nutricional para atenuar ou impedir a perda de massa muscular, além de reduzir a
gordura corporal ocasionada pela obesidade sarcopénica, baseia-se na suposi¢céo
de que o suplemento alimentar estimula a sintese proteica em diversos tecidos — por
ativar vias de sinalizacdo responséaveis pela sintese protéica (PADDON-JONES e
RAUSMUSSEN, 2009).

Aproximadamente de 15% a 38% dos homens e de 27% a 41% das mulheres
idosas tem o consumo de proteinas abaixo do estipulado pela Recommended
Dietary Allowance (RDA), que € de 0,8g/kg por dia — e representa a necessidade
minima da populagdo idosa. Ressaltando que o aumento moderado do consumo de
proteina pode favorecer o anabolismo proteico muscular e reduzir a perda de massa
muscular que ocorre no envelhecimento (CAMPBELL et al., 2001; CAMPBELL et al.,
2002; PADDON-JONES et al., 2008; PADDON-JONES e RASMUSSEN, 2009).

Nessa perspectiva, com o0 objetivo de investigar os possiveis mecanismos
pelos quais o exercicio fisico e a alimentacdo adequada favorecem a preservacao
da massa magra, Campbell et al. (2002) avaliaram a composi¢cédo corporal de
homens e mulheres entre 54 e 74 anos durante 14 semanas de treinamento resistido

e dieta adequada em proteina segundo a RDA (0,8g/kg/d). Os autores verificaram
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que a ingestdo de proteina seguindo a indicagdo da RDA, associada a prética de
exercicio (treinamento resistido), ndo € capaz de promover a hipertrofia muscular, o
que sugere a reavaliagdo da quantidade recomendada de proteinas para idosos que
praticam atividade fisica.

Estudos com humanos e ratos idosos constataram decréscimo no estimulo da
sintese proteica muscular, ap6s o consumo de refeicdo normoprotéica (0,8g/kg/d). A
origem desta alteracdo permanece obscura, uma vez que esta sintese responde
normalmente quando grande quantidade de aminoé&cidos é fornecida a animais e
humanos (DARDEVET et al., 2002; RIEU et al., 2003).

Nesse sentido, Katsanos et al. (2006) demonstraram que o consumo de
pequenas quantidades de aminoacidos essenciais (7g) foi insuficiente para estimular
a sintese proteica em sujeitos adultos e idosos; entretanto, quando a quantidade
destes amino&cidos foi dobrada, a sintese proteica ocorreu normalmente.

Recentemente, Houston et al. (2008) constataram que o aumento do
consumo de proteina (0,9g/kg/d) por idosos diminuiu o declinio muscular,
favorecendo modificagbes na composicdo corporal. Existem evidéncias de que as
dietas com maior propor¢cdo de proteinas e menor de carboidrato promovem maior
perda de peso, por reduzir a gordura corporal e atenuar o declinio da massa magra,
quando comparada as dietas convencionais (LAYMAN et al., 2003; 2005).

O uso de dietas hiperproteicas é benéfica para o tratamento ou a redugéo do
risco de desenvolver obesidade, osteoporose, diabetes mellitus tipo 2, sindrome
metabdlica, doengcas coronarianas e sarcopenia (LAYMAN, 2009). Nessa
perspectiva, alguns estudos mostraram que o consumo de dietas contendo
1,59/Kg/d de proteina e carboidrato menor que 150g/d favoreceu a perda de peso e
de gordura corporal, atenuou o declinio da massa magra e promoveu o controle
glicémico, além de ter reduzido os triacilglicerdis séricos (FOSTER et al., 2003;
LAYMAN et al., 2005).

A manutencdo da proteina corporal é critica ndo somente para conservar a
independéncia fisica, mas também para a sobrevivéncia. A perda de
aproximadamente 30% da proteina corporal resulta em implicacdes respiratorias e

circulatorias devido a fraqueza muscular, a reducdo da funcdo imune e ao
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inadequado efeito da barreira do epitélio, que eventualmente resultardo em morte
(TIMMERMAN e VOLPI, 2008).

Desde 1960, vem sendo estudado o papel de dietas ricas em proteinas na
composicao corporal (FELIG, MARLISS e CAHILL, 1969). Alguns dos beneficios
dessas dietas com alto teor protéico sdo devido a presenca dos aminoacidos de
cadeia ramificada (ACR), que s&o constituidos por leucina, valina e isoleucina, que
controlam o peso corporal, atenuam o declinio da massa muscular e o ganho de
gordura corporal (LAYMAN e WALKER, 2006; SHE et al., 2007).

Alguns aminoécidos e o hormoénio insulina sdo capazes de estimular o
anabolismo proteico, atuando em uma etapa posterior a transcrigcdo génica, ou seja,
na traducao protéica. Contudo, o mecanismo pelo qual os aminoécidos estimulam a
tradugcdo protéica ainda ndo esta totalmente esclarecido (PROUD, 2002). Dentre
todos os aminoacidos, a leucina vem recebendo maior destaque por ser secretagogo
da insulina e por ser o aminoacido mais eficaz em estimular a sintese protéica,
reduzir a protedlise e, portanto, favorecer o balango nitrogenado positivo. Esses
efeitos acontecem pelo fato da leucina ativar a proteina alvo da rampamicina em
mamiferos (MTOR), a qual ativa uma cascata de eventos bioquimicos intracelulares
que culminam na fosforilagéo de proteinas envolvidas na etapa de tradugéo protéica
(KIMBALL e JEFFERSON, 2006; DONATO et al, 2007; VIANNA, TEODORO e
TIRAPEGUI, 2008).

Com base nessas informagdes, Anthony et al. (2000), com o objetivo de
investigar os possiveis mecanismos pelos quais a leucina estimula a sintese
protéica, avaliaram a resposta da sintese protéica no musculo esquelético de
animais que sofreram restricdo alimentar por 18 horas e em animais que tiveram
livre acesso & comida. Foi administrado por via oral leucina ou carboidrato ou leucina
associada com carboidrato. Os autores verificaram que as administragdes com
leucina restauraram a sintese protéica de forma semelhante ao grupo sem restricéo,
em funcédo da fosforilacdo de proteinas envolvidas na sintese protéica. Os resultados
sugeriram que a leucina estimulou a sintese protéica no musculo esquelético,
possivelmente por meio da ativagdo mediada por este aminoacido na via de

sinalizacdo da mTOR.
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Outro estudo, conduzido pelos mesmos pesquisadores, demonstrou aumento
significativo na taxa de sintese protéica nos musculos gastrocnémio e soleo de ratos
diabéticos suplementados com grandes doses de leucina (1,35 g/kg) (ANTHONY et
al., 2002). Em um outro experimento utilizando a mesma dosagem em ratos
submetidos a restricdo alimentar, a sintese protéica também foi estimulada (Crozier
et al., 2005).

Recentemente, Norton et al. (2009) avaliaram o efeito de um complemento
alimentar rico em leucina (whey protein) em estimular a sintese protéica. Para isso
foram utilizados ratos machos que receberam, durante cinco dias, trés refeicoes
contendo 20% de whey protein (10,9% de leucina), 50% de carboidrato e 30% de
gordura. Os resultados indicam que o complemento alimentar rico em leucina
estimulou a sintese protéica muscular pés-prandial e isso se deve ao papel chave na
leucina em estimular proteinas envolvidas no maquinério da sintese protéica.

Estudos em idosos demonstraram que o musculo envelhecido é menos
responsivo ao efeito anabdlico da concentragéo fisiolégica de leucina. Todavia, o
musculo envelhecido ainda é capaz de responder a estes efeitos quando o consumo
deste aminoacido é aumentado (Dardevet et al., 2002, COMBARET et al., 2005).

Em um estudo conduzido por Dardevet et al. (2002) avaliou o efeito da
suplementagdo com leucina na sintese muscular de ratos adultos (8 meses) e idosos
(22 meses) apd6s uma hora de ingestdo da mesma. Os resultados indicaram que
ocorreu sintese protéica muscular nos ratos idosos similarmente ao observado nos
ratos adultos. Sendo assim, os autores concluiram que a suplementa¢do aguda com
leucina é suficiente para estimular a sintese protéica pos-prandial em ratos idosos.

Um estudo realizado por Rieu et al. (2006) apontou elevagéo significativa na
taxa de sintese protéica muscular no periodo pés-prandial em idosos suplementados
com leucina (0,052 g/ kg) quando comparados ao grupo controle (0,083 + 0,008%
versus 0,053 = 0,009%, respectivamente, P<0,05). Outro estudo, conduzido pelo
mesmo grupo de pesquisadores, demonstrou que proteinas ricas em leucina
favoreceram a sintese protéica muscular em ratos envelhecidos (RIEU et al., 2007).

Nesse contexto, Katsanos et al. (2006) verificaram o efeito de uma mistura

com aminoacidos essenciais, acrescidos com 26% e 41% de leucina, na dieta, no
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metabolismo das proteinas musculares em jovens (30 anos) e idosos (66 anos). Os
resultados indicaram que a mistura de aminoacido essencial com leucina estimulou
a sintese protéica e resultou em acréscimo de proteina muscular pos-prandial nos
idosos. Por outro lado, nos jovens, ndo houve estimulo na sintese protéica.

Recentemente, Koopman et al. (2008) investigaram o efeito da
suplementagdo de leucina fornecida juntamente com proteinas hidrolisadas e
carboidrato apds o exercicio em homens idosos (75 anos). Os autores constataram
que o consumo de leucina reduziu a oxidacdo de proteinas corporais e melhorou o
balango protéico, mas ndo aumentou a taxa de fracdo da sintese protéica muscular.

Além de a leucina favorecer a sintese protéica muscular, esta também regula
0 metabolismo de adipdcitos (LYNCH et al., 2000; 2006; SHE et al., 2007; ZHANG
et al., 2007).

No estudo realizado por Mourier et al. (1997), que avaliaram o efeito da
suplementagéo cronica com ACR em lutadores submetidos a 19 dias de restricdo
caldrica, foi observado que a restricdo caldrica, aliada a suplementagdo com ACR,
foi mais efetiva na redugcdo do peso e da gordura corporal, quando comparada a
restricdo caldrica isolada. Porém, ndo foram observadas mudancgas significativas na
massa magra desses atletas.

Nesse contexto, em um estudo conduzido em nosso laboratério por Donato et
al. (2006), avaliou-se o efeito da suplementagdo crbnica de leucina sobre a
composicao corporal e os indicadores do estado nutricional protéico, em ratos
submetidos a restricdo alimentar de 50%, durante seis semanas. Neste experimento
ndo foi constatada preservagdo no conteddo de massa magra e de proteina na
carcaca dos animais; entretanto, estes animais apresentaram menor quantidade de
gordura corporal em relacdo aos animais ndo suplementados. Além disso, foi
observada maior concentragdo de proteina hepatica e de RNA no musculo
gastrocnémio dos ratos suplementados. Os resultados indicaram que a
suplementagdo com leucina em ratos submetidos a restricdo alimentar estimula a
perda de gordura, melhora o estado protéico hepético e a capacidade de sintese

protéica muscular.
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Em outro estudo, realizado em nosso laboratério, ratos adultos foram
submetidos a 3 ciclos de restricdo alimentar, intercalados por recuperagao
nutricional e suplementados cronicamente com leucina e fenilalanina. Foi verificado
aumento significativo no contetido de proteina corporal (+17,7%) e de massa magra
(+11,3%) na carcaga dos animais suplementados, quando esses resultados foram
comparados aos obtidos de ratos submetidos a mesma variagdo de peso e sem
suplementagdo. Também houve tendéncia de declinio da gordura corporal (18,9%)
nos animais suplementados com leucina e fenilalanina (DONATO et al., 2007). Os
resultados dos ultimos dois estudos citados sugerem um papel da leucina na
recuperacao nutricional, depois de estados catabdlicos.

Zhang et al. (2007) analisaram o efeito da suplementa¢cdo com leucina e da
dieta rica em gordura durante 14 semanas. Os animais que receberam leucina
apresentaram 32% de reducdo de ganho de peso corporal e 25% de gordura
corporal quando comparados com 0s animais controles.

Por outro lado, Narizi et al. (2009) avaliaram o efeito da suplementagdo com
leucina ou com ACR em animais que receberam dietas ricas em gordura para
inducdo da obesidade. Os resultados encontrados foram que a suplementa¢éo nao
afetou o peso corporal, 0 consumo alimentar, 0 consumo de oxigénio, a composicao
corporal, a tolerancia a insulina e o colesterol total.

Diante de recentes evidéncias, a suplementagéo com leucina parece ter efeito
positivo na sintese protéica, ao atenuar a perda de massa muscular, além de
favorecer a reducgdo da gordura corporal, como comprovado por algumas pesquisas
(MOURIER et al.,, 1997; LAYMAN, 2003; FOSTER et al.,, 2003, DONATO et al.,
2006; ZHANG et al., 2007). Contudo, ainda ndo h& estudos investigando a possivel
acdo da leucina a longo prazo com objetivo de melhorar o perfil lipidico e atenuar o

aumento da gordura corporal que ocorre durante o envelhecimento.
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2 JUSTIFICATIVA

A obesidade é definida como um desequilibrio entre o consumo de energia e
seu gasto, que resulta em acumulo de gordura corporal (WHO, 2000). A sarcopenia
é definida como sendo a redugcdo de massa e de forca muscular que acompanha o
envelhecimento (ROSENBERG, 1997). Sendo assim, a obesidade sarcopénica € a
combinagdo do acumulo de gordura e do declinio da massa muscular que ocorrem
durante o processo de envelhecimento (STENHOLM et al., 2008). Os fatores que
resultam nessa sindrome geriatrica sdo: inatividade fisica, processos inflamatorios,
resisténcia a insulina, reducéo da producéo de hormonios anabdlicos e méa-nutricéo.

J& se sabe que a obesidade é fator de risco para a saude e reduz a
qualidade de vida dos idosos. Concomitantemente, o declinio de massa muscular
provou reduzir a capacidade funcional, acarretando o aumento das dificuldades
enfrentadas pelos idosos e/ou a mortalidade (STENHOLM et al., 2008). Diante
destas evidéncias € recomendado que idosos se submetam a algum tratamento para
atenuar estas modificagdes, a fim de reduzir as chances de mortalidades e controlar
as doencgas associadas a obesidade sarcopénica.

Pensando nisso, diversas evidéncias idicaram que a suplementagdo com
leucina, aliada a alimentacdo equilibrada como uma possivel intervengcdo para
atenuar essas alteragcbes que ocorrem com o envelhecimento. Nesse sentido,
diversos estudos avaliaram a suplementagdo com leucina na sintese protéica
muscular de humanos e ratos idosos, 0s quais comprovaram que o musculo
envelhecido € menos sensivel as concentragdes fisioldgicas de leucina. Verificou-se,
contudo, que quando o consumo deste aminodcido € aumentado o muisculo
responde normalmente, conduzindo a sintese protéica (DARDEVET et al., 2002;
RIEU et al., 2003; COMBARET et al., 2005; KATSANOS et al., 2006; KOOPMAN et
al., 2006).

No entanto, ndo existem estudos que tenham avaliado o efeito da
suplementagdo com leucina na massa muscular e na gordura corporal de ratos
durante o processo de envelhecimento. Assim, o presente estudo testou a hipétese

de que a suplementagédo crbnica com leucina poderia alterar favoravelmente a
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composicao corporal, mediante a redugédo da gordura corporal, atenuando a perda

de massa magra — por promover a sintese protéica muscular. Além de favorecer
parametros metabolicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como principal objetivo investigar os efeitos da
suplementagéo crénica com leucina na composi¢do corporal e em parametros do

estado nutricional protéico de ratos durante o envelhecimento.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da suplementagéo crbnica com leucina na composigéo
corporal de ratos.

Analisar o efeito da suplementagdo cronica com leucina sobre as
concentragdes séricas de indicadores do estado nutricional protéico.

Verificar se a suplementacdo com leucina pode promover efeitos benéficos

em parametros metabolicos indicadores de risco de doencas crbnicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

A amostra foi constituida de 40 ratos machos da linhagem Sprague-Dawley,
com 6 meses de idade. Os animais foram fornecidos pelo Biotério de Produgéo e
Experimentagédo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) e do Instituto de
Quimica (IQ) da Universidade de S&o Paulo (USP). Os animais foram mantidos em
caixas com maravalhas (2 por caixa), sob condi¢do padronizada de iluminagé&o (ciclo
claro/escuro ou 12 horas), temperatura de 22 + 2°C e umidade relativa do ar de 55 *
10%. Durante todo o periodo experimental os ratos tiveram livre acesso & agua e a
ragéo. Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pela Comisséo de
Experimentacdo Animal (CEEA) da FCF/USP, de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), em 14/05/2007 (Protocolo n° 150).

4.1.1 Grupos e desenho experimentais

A amostra foi constituida por 40 ratos machos com dois meses de idade,
entregues pelo setor de reprodugdo do biotério. O periodo de adaptacéo
compreendeu quatro meses. Nesse periodo, 0s animais tiveram livre acesso a racao
fornecida pelo biotério e & 4gua, visando a adaptacdo dos mesmo as condi¢des da
sala e & manipulacdo. Ap6s completarem seis meses de idade os animais foram
distribuidos em trés grupos experimentais:

a) Grupo adulto (n = 10), composto por animais eutanasiados com 6 meses
de idade (adultos jovens). Os dados desses animais sdo uma referéncia ao estado
metabdlico antes das alteragdes decorrentes do envelhecimento.

b) Grupo controle (n = 17), composto por animais que receberam a ragao

controle a partir dos seis meses de idade.
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c¢) Grupo leucina (n = 13), composto por animais que receberam a ragdo com
4% de leucina a partir do seis meses de idade.

No inicio do experimento o grupo adulto foi eutanasiado (6 meses de idade).
Os outros 30 animais foram alimentados ad libitum durante o periodo de 40
semanas, quando ja eram considerados ratos envelhecidos (SHIMIZU et al., 2000;
MILLER e NANDO, 2000). Assim, os animais dos grupos leucina e controle foram

eutanasiados com 16 meses de idade.

Adaptacéo Eutanasia
\{ \

I

Grupo Adulto 6 meses Eutanésia
\/

I

Grupo Controle 6 meses 16 meses
\/

I

Grupo Leucina 6 meses 16 meses

Figura 2: Desenho experimental

4.1.2 Ragéo

As dietas foram preparadas em nosso laboratério de acordo com as
recomendagdes do Instituto Americano de Nutricdo para roedores adultos (AIN —
93M) (REEVES et al., 1993). Entretanto, as ra¢fes utilizadas na experiéncia foram
peletizadas e modificadas. Para cada quilograma da racdo suplementada com
leucina foram substituidos 29,3g de amido por quantidade equivalente de leucina.
Na racdo controle foram substituidos 29,3g de amido por uma mistura de
aminoacidos ndo essenciais (alanina, glutamato, glicina, aspartato, prolina e serina),

sendo fornecidos 4,899 de cada aminoacido a fim de padronizar o contetdo de
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nitrogénio na dieta (Tabela 3). Estas ragbes foram analisadas através da sua
composicdo centesimal (umidade, lipideo, proteina e carboidrato) (Tabela 3),

seguindo a mesma metodologia utilizada na determinagé@o quimica da carcaca.

Tabela 1: Composigédo das ragdes utilizadas no experimento (AIN-93M Modificada)
(REEVES et al., 1993).

Racdao Racdao Racéao
Ingredientes AIN-93M controle 4% leucina
grama por cada kg de racéo
Amido 620,692 591,392 591,392
Sacarose 100,000 100,000 100,000
Celulose 50,000 50,000 50,000
Caseina 140,000 140,000 140,000
L-cistina 1,800 1,800 1,800
Oleo de soja 40,000 40,000 40,000
Mistura de minerais 35,000 35,000 35,000
Mistura de vitaminas 10,000 10,000 10,000
Bitartarato de colina 2,500 2,500 2,500
Tetrabutil-hidroquinona 0,008 0,008 0,008
Alanina - 4890 0 e
Aspartato @~ -me--ee- 4890 0 e
Glutamato  ---eee- 4890 0 e
Glicna e 4890 0 e
Prolina - 4890 0 e
Serina - 4890 0 e
Leucina  seemeem e 29,300

Além da determinagdo centesimal da ragdo, também foi realizado o
aminograma para a confirmacdo do contelddo dos aminoacidos presentes nas
ragOes (Tabela 2). Observa-se, na tabela 2, que a ragdo com leucina possui 4%
deste amino4cido, comprovando que a adi¢do de 29,39 de leucina na dieta, somada

com a leucina presente na caseina, representa os 4% deste aminoacido na ragéo.
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Tabela 2: Porcentagens (%) de aminoacidos nas racdes oferecidas.

Aminoéacidos Controle Leucina
Acido aspartico 1,70 0,84
Acido glutamico 3,48 2,69
Serina 0,70 0,69
Glicina 0,94 0,24
Histidina 0,34 0,32
Arginina 0,46 0,45
Treonina 0,49 0,49
Alanina 1,13 0,40
Prolina 1,26 1,23
Tirosina 0,66 0,65
Valina 0,88 0,86
Metionina 0,58 0,54
Cistina 0,06 0,04
Isoleucina 0,67 0,65
Leucina 1,23 4,03
Fenilalanina 0,62 0,61
Lisina 1,05 1,00

Racdo controle contendo mix de aminoacidos nao essenciais e racao leucina contendo 4% de
leucina.

4.1.3 Manipulagdo dos animais e determinagdo do peso corporal e

consumo de ragao

A manipulagdo dos animais foi realizada em horéario fixo, com inicio entre
13:00 e 15:00 horas, quando ocorria a pesagem de ratos, uma vez por semana
(terca-feira), em uma balangca com precisdo de 0,1g (Marte AL 5000). Todas as
tercas e sextas-feiras a racdo era fornecida e a agua dos bebedouros era trocada,
sendo determinado o consumo da ragdo. Para a avaliagdo do consumo da ragéo foi
calculada a diferenga entre a quantidade de racdo oferecida e a restante, através de

pesagem, utilizando uma balanga com preciséo de 0,01g.
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4.1.4 Eutanésia dos animais e coleta de sangue e tecidos

Em média, os animais foram mantidos em jejum de 5 horas, variando
conforme o horério no qual o animal foi eutanasiado. A racao foi removida por volta
das 8:00 horas da manha (ciclo claro) e a eutanésia ocorreu no periodo da tarde,
durante quatro dias consecutivos, sendo eutanasiados seis animais no primeiro dia e
oito nos demais dias. Para minimizar possiveis interferéncias do tempo de jejum e
do horéario da eutanéasia, as ordens dos animais foram rotativas em relacao aos
grupos, ou seja, um animal de cada grupo era eutanasiado até que se repetisse o
mesmo grupo. Com isso, 0S grupos apresentaram, na média, 0 mesmo tempo de
jejum.

Os animais foram eutanasiados por decapitagéo, utilizando-se uma guilhotina
apropriada. Estes receberam anestesia cinco minutos antes da decapitagdo para
amenizar qualquer forma de sofrimento e/ou estresse por parte dos mesmos. O
coquetel anestésico (4,5/4,5/1,8/7,2 ulv) foi composto por: cloridrato de xilazina
(20mg/ml), cloridrato de cetamina (100mg/ml), acepromazina (20mg/dl) e agua
destilada. Apdés a decapitacdo, o sangue do tronco foi coletado em dois tubos
distintos e identificado com o ndmero de cada animal, 0s quais ndo possuiam
nenhum anticoagulante visando obten¢&o da por¢ao sérica do sangue. A cada cinco
animais sacrificados, as amostras eram centrifugadas (jouan BR4i) a 3.000
rotagdes/minuto, por 15 minutos, a 4°C. Entre um animal e outro, os tubos para
obtencdo do soro eram mantidos em temperatura ambiente até a centrifugacéo.
Depois de centrifugados, os tubos eram mantidos em geladeiras até o final do
sacrificio, quando era, entdo, separada a porgdo sérica de cada tubo. As amostras
de soro foram devidamente armazenadas em microtubos do tipo eppendorf
identificados com o nimero de cada animal. Tomou-se o cuidado de se colocar em
cada microtubo a quantidade necesséaria apenas para uma Unica andlise, para evitar
que a amostra tivesse que ser descongelada e congelada varias vezes.

Logo ap6s a coleta de sangue, os musculos gastrocnémio e séleo de ambas
as patas, além do figado, foram répida e cuidadosamente dissecados e coletados.

Todos os tecidos citados foram pesados em balanca analitica com preciséo de
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0,0001g (Ohaus), colocados individualmente em saquinhos plésticos, com excecao
do muasculo so6leo e do muasculo gastrocnémio da pata esquerda, que foram
devolvidos & carcaca, ja devidamente identificados, e congelados em nitrogénio
liquido. Alguns 6rgéos, como rins, coracéo, estdbmago, intestino, baco e os depdsitos
de tecidos adiposos (epididimal e retroperitoneal) foram pesados e devolvidos a
carcaca.

No intuito de preparar a carcaga para a composi¢cdo corporal, todo o trato
gastrintestinal foi limpo e lavado em solugdo salina, antes de ser devolvido a
carcaca. Nesse momento, a carcaga foi pesada em balanga analitica com precisédo
de 0,01g (Marte AL 5000).

As amostras de soro e tecidos foram armazenadas em freezer a -80°C. A
carcaca foi armazenada em freezer a -20°C até a determinacdo da composicao

corporal.

4.2 Determinagdo da composig¢éao corporal

A composicdo corporal dos animais foi determinada a partir da analise
quimica da carcaca, a qual avaliou a quantidade absoluta e o percentual de
umidade, proteina e lipideo presentes na carcaca.

A carcaga consistiu de todo o corpo do animal, incluindo a cabega, com
excecdo da amostra de sangue (aproximadamente 5mL), do figado e dos musculo

gastrocnémio (pata direita), removidos para andlises teciduais.

4.2.1 Umidade

A umidade foi determinada a partir da secagem de toda a carcaca em estufa
ventilada (aproximadamente 60 °C) durante 7 dias. Para tanto, as carcagas foram
colocadas individualmente em embalagens de papel aluminio e dentro de caixa
plastica. O térax e o abddmen dos animais foram abertos ao maximo, para permitir a
secagem eficiente. As carcacas foram pesadas antes de serem colocadas na estufa

e depois de terem sido dessecadas. A diferenca entre os pesos €é o valor absoluto de
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umidade (g). O percentual de umidade corporal foi calculada de acordo com a

seguinte formula:

i ,— Umidade absoluta(g)
ovmiaace Lorporat = peso Corporal Final (g)’

4.2.2 Lipideo

Toda a carcacga seca foi entdo picada, embrulhada em gaze e envolvida por
papel filtro (Whatman). Por meio da técnica de extracdo, com éter etilico (Synth)
como solvente, foi removido todo o lipideo da carcaca, utilizando-se o aparelho de
Soxhlet. Essa técnica consiste em colocar a amostra em um tubo extrator, adicionar
éter etilico em um baldo coletor que est4 agregado ao extrator e aquecer o baldo
com a finalidade de fazer o éter evaporar. O éter atinge a amostra e condensa, pois
o0 tubo extrator € resfriado externamente com &gua corrente. Ao condensar, o éter
lava a amostra, extraindo lipideo que se acumula no baldo coletor.

Depois de 4 dias, o solvente foi eliminado por evaporacéo e o baldo pesado.
A diferenca entre o peso do baldo limpo, previamente determinado, e o baldo com
lipideo forneceu o valor absoluto de gordura presente em toda a carcaga do animal.

O percentual de gordura corporal foi calculado de acordo com a seguinte formula:

e Codura ¢ . Gordura absoluta (g) 100
0 Godura Corporal = o~ Corporal Final (g)°

4.2.3 Proteina e massa magra

O restante da carcaca, sem umidade nem lipideo, foi totalmente moido
(moinho tecnal TE 631/2). A amostra moida foi peneirada, para remog¢éo dos pélos
que poderiam reduzir sua homogeneidade. Este processo resultou em um poé
bastante uniforme, representando o contetdo protéico de toda a carcaca.

A proteina na carcaca foi analisada por meio do método de Kjeldahl (CECCHI,

1999), que determina o teor de nitrogénio de origem organica de uma amostra. Essa
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técnica também foi utilizada para a determinagdo do conteido protéico e como teste
da homogeneidade das rag6es. Em ambos os casos, as andlises foram realizadas
em quadruplicata.

O método baseia-se na digestdo da amostra com acido sulfdrico, na presenca
do catalisador (sulfato de cobre e sulfato de potassio). Durante esse processo, 0
nitrogénio da proteina é reduzido a sulfato de aménia. Posteriormente, adiciona-se
NaOH concentrado na amostra. O sulfato de amoénia é destilado, ocorrendo
liberagdo da aménia dentro de um volume conhecido de solucdo de &cido bdrico (na
presenca de solucéo indicadora), formando borato de aménia. O borato de amonia
formado é titulado com solugéo de &cido cloridrico (HCL).

A normalidade do &cido foi de 0,1N para a andlise da carcaca e 0,02N para a
determinacgdo do conteudo de nitrogénio das ragdes.

Tanto para a racao (caseina como fonte de proteina) quanto para a carcaca, 0
percentual de nitrogénio encontrado foi multiplicado pelo fator arbitrério 6,25, para
obtencgé&o do percentual de proteina nas amostras, uma vez que o teor de nitrogénio,
em ambos os casos, aproxima-se de 16% do contetdo protéico total. O célculo

realizado para a determinagao de nitrogénio foi o seguinte:

% N [HCL amostra (mL) — HCL branco (mL)].N.FC.14,007
0 =

Peso amostra (mg)

Onde:

% N = percentual de nitrogénio da amostra

mL HCL = volume gasto de &cido cloridrico

N = normalidade do HCI. Rag&o — 0,02N; carcaga — 0,1N
FC = fator de correcéo do 4cido

14,007 = peso equivalente do nitrogénio

mg amostra = massa da amostra analisada
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Para a obtencdo da porcentagem de proteina na carcaga foi utilizado o

seguinte célculo:

% Proteina = %N. 6,25

Onde:

% Proteina = percentual de proteina da amostra

% N = percentual de nitrogénio da amostra

6,25 = fator arbitrério indicativo do contetdo de nitrogénio da amostra protéica

(aproximadamente 16% do total)

O conteudo absoluto de proteina na carcaga foi calculado de acordo com a

seguinte férmula:

Proteina absoluta (g) = [carcaca seca (g) — lipideo total (g)]. % proteina

Deve-se notar que a % proteina ndo indica o percentual de proteina corporal,
mas sim o percentual de proteina na amostra da carcaca moida (base seca). O

percentual de proteina corporal foi calculado de acordo com a seguinte formula:

Proteina absoluta (g)

% Portei l=
o roTteIna corporat = poso corporal fina (g)

O valor absoluto da massa magra e o percentual de massa magra foram

calculados de acordo com as seguintes formulas:

Massamagra = Peso corporal final (g) — gordura total (g)
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Massa magra (g)

% M =
o MaASSAmagra=p. <o corporal final (g)

4.3 Parametros séricos

Todos os parametros seéricos foram analisados em duplicatas. A média da

duplicata representou o valor de cada animal.

4.3.1 Colesterol total

A concentracdo de colesterol total sérico foi determinada por meio de Kkit
comercial (LabTest — colesterol liquiform CAT. 76). Este método consistiu nas

seguintes reagodes:

. Colesterol Esterase P
Ester de colesterol Colesterol + Acidos graxos

Colesterol Oxidase

Colesterol + 0, Colest — 4 —en — ona + H,0,

Peroxidase L. . ..
2H,0, + Fenol + 4 — Aminoantipirina ———— Antipirilquinonimina + 4H,0

A antipirilquinonimina formada possui colora¢do vermelha, cuja intensidade da
cor é proporcional a concentracao de colesterol da amostra. As amostras foram lidas

em comprimento de onda de 540nm (espectrofotdbmetro UV — Shimadzumini 1240).
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4.3.2 Colesterol HDL, VLDL e LDL

As concentracdes de colesterol HDL sérico foram determinadas por meio de
kit comercial especifico para ratos (Lab-test-CAt 13). Este método consistiu no
principio de precipitacdo quimica das lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL)
e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL); apos centrifugacéo, o colesterol ligado
as proteinas de alta densidade (colesterol HDL) é determinado no sobrenadante. O

calculo realizado foi o seguinte:

Absorbéancia do teste

Colesterol HDL (mg/dL) = Absorbancia do padréo

Para a determinag&@o do conteudo de colesterol VLDL e LDL foram utilizadas

as formulas de Friedewald (1972), onde:

Triacilglicerol

VLDL (mg/dL) = =

LDL (mg/dL) = Colesterol total — (HDL — VLDL)

4.3.3 Triacilglicerol

A concentragdo de triacilglicerol sérico foi determinada por meio de Kit
comercial (LabTest — triglicérides GPO — ANA). Este método consistiu nas seguintes

reacoes:
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Lipase Lipoprotéica

Triacilglicerol glicerol + Acidos graxos

Glicerolquinase Mgt?

Glicerol + ATP Glicerol — 3 — Fosfato + ADP

. Glicerol-3—Fosfato Oxidase . .
Glicerol — 3 — Fosfato + 0, Dihidroxiacetona + H,0,

Peroxidase
2 H,0, + 4 — aminoantipirina + 4 — Clorofenol ———— Quinoneimina + 4 H,0

A quinoneimina possui coloragdo violeta, cuja intensidade é diretamente
proporcional a concentragdo de triacilglicerol. As amostras foram lidas em

comprimento de onda 540mn (espectrofotdmetro UV- Shimadzu mini 1240).

4.3.4 Aminograma

Calculou-se a massa a ser hidrolisada em funcédo do teor de porcentagem de
proteina bruta na amostra, pesou-se a massa em um tubo de hidrélise, adicionou-se
9mL de HCI 6N com 3% m/v de fenol, fez-se vacuo no tubo, lacrou-se e
acondicionaram-se 0 mesmo em bloco de reacdo térmica, deixando por 24h a
110°C. Em seguida, acrescentou-se uma aliquota do padrédo interno AAAB. Filtrou-
se uma aliquota, secou-se a 70miliTorr em sistema trapp com nitrogénio criogénico.
Neutralizou-se com uma solucdo 4:4:2 de acetato de sddio trihidratado 0,2N,
metanol grau HPLC e trietilamina a 99-100%, secou-se novamente, como ja
descrito. Nesta etapa, adicionou-se o PITC para derivatizar os aminoacidos
liberados pela hidrélise formando-se o PTC - aminoacido (Figura 3). Ao tubo
contendo os cristais de aminoacidos derivatizados, adicionam-se 500uL de diluente.
A deteccao foi a 254nm apos a cromatografia em fase reversa em gradiente linear
binario com fluxo de 1mL/min e temperatura da coluna 58°C, sendo o eluente A um
tampdo de acetado de sddio 0,14N, acetonitrila (240mL/2000mL de acetado de
sédio 0,14N) e trietilamina (1mL/2000mL de acetado de sédio 0,14N). O eluente B

foi uma solucdo 6:4 de acetonitrila (grau HPLC) e agua milli-Q. A quantificacdo foi
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feita por inclusdo do acido a-aminobutirico AAAB como padréo interno (WHITE,
HART e FRY, 1986; HAGEN, FROST e AUGUSTIN, 1989).
Tanto para a ragdo (caseina como fonte de proteina) quanto para 0 soro

sanguineo foram utilizados o mesmo procedimento.

Aminoacido PITC PTC - Aminoéacido

Figura 3: Representac@o esquematica da determinagdo do aminograma.

4.3.5 Glicose

A concentracdo de glicose plasmética foi determinada de acordo com o

método de Bergmeyer (1974), que consistiu nas seguintes reacdes:

A antipirilquinonimina formada possui colora¢do vermelha, cuja intensidade da
cor é proporcional a concentragcéo de glicose da amostra. Para a determinacgéo desta
analise foi utilizado um kit comercial (Lab teste — glicose PAD). As amostras foram
lidas em comprimento de onda de 505nm (espectrofotdmetro UV — Shimadzumini
1240).
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4.3.6 Insulina

A concentragéo de insulina foi determinada em duplicata, a partir da amostra
100pL de soro. Utilizou-se um kit de raioimunoensaio especifico para a
determinagéo de concentracdo de insulina em ratos (Linco), baseado na técnica de
duplo anticorpo/PEG. O primeiro anticorpo foi obtido de porquinho-da-india, a partir
de insulina de ratos altamente purificada, cuja sensibilidade foi de pelos menos
0,1ng/mL em amostras de 100uL. O segundo anticorpo foi obtido a partir do soro de
cabras. A insulina foi marcada com 125I.

O principio do método de raioimunoensaio se baseia na competicdo entre
antigeno radioativo (quantidade conhecida) e um n&o radioativo (concentracédo
determinada) por um numero fixo de sitios de ligacdo (anticorpo). A quantidade de
antigeno radioativo ligado ao anticorpo € inversamente proporcional & concentracao
de antigeno ndo marcado presente. A separagdo do antigeno livre e do ligado é feita
por decantagéo ou aspiracéo dos tubos, nesse caso, revestido com anticorpo.

O calculo é realizado a partir da leitura de emissdo de raios gama dos tubos.
Esses valores sdo plotados em uma curva log-linear, obtida a partir da contagem de
amostras padrdo. Dessa forma, quanto maior for a emissdo de raios gamas, menor
sera a concentracdo da amostra desconhecida. Nesse sentindo, a amostra da curva
padrdo de maior contagem é aquela na qual ndo foi adicionado qualquer antigeno e
a de menor contagem é o padrdo que possui a maior concentragdo de antigenos
radioativos.

A determinagao da insulina foi realizada em dois dias. No primeiro, ocorreu a
competicdo entre a insulina marcada e a presente nas amostras, pela ligagdo com o
anticorpo anti-insulina. No segundo dia, foi adicionada uma solugdo contendo
anticorpo anti-IgG anti-insulina e PEG 3% para a precipitagéo da insulina. A leitura
foi realizada em contador de cintilagdo gama (Beckman L600) durante 1 minuto. As
concentragdes de insulina presentes no soro dos animais foram calculadas no

software Graph Pad Prism verséo 4.0 (Graph Pad software, Inc.).

VIANNA, D.



MATERIAL E METODOS 44

4.3.7 indice de resisténcia a insulina (HOMA)

Para a determinag&o da resisténcia a insulina foi utilizado o indice conhecido
como HOMA (homeostasis model assessment), que utiliza como parametros a
glicemia e a insulinemia de jejum (MATTHEWS et al, 1985). Para o célculo,
multiplica-se a concentragdo de glicose (mmol/L) com a concentragdo de insulina
(ng/mL) e divide-se o valor resultante por 22,5. Quanto maior for o valor do indice,
significa que mais resisténcia a insulina o individuo ou o animal apresenta. A
validade e a utilidade desse modelo vém sendo continuamente confirmadas
(WALLACE, LEVY e MATTHEWS, 2004).

4.3.8 Albumina

A concentracéo de albumina sérica foi determinada pelo método colorimétrico
de verde de bromocresol (DOUMAS, WATSON e BIGGS, 1971). O procedimento
consistiu em adicionar 25uL do soro em 5mL do reagente de cor, contendo solugéo
de verde de bromocresol 0,60mM (Merck), tamp&o de succinato 0,1M (Merck) e
surfactante n&o i6nico 35%, em pH 4,0. As absorbancias foram lidas em
espectrofotometro UV (Shimadzu mini 1240) a 628nm e as concentracdes
determinadas contra curva linear de calibragdo de albumina (Sigma), nas

concentracgdes de 2, 3, 4,5 e 6 g/dL.

4.3.9 Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF 1)

A concentragéo de IGF-1 presente no soro dos animais foi determinada por kit
comercial de ELISA sem extracdo (IDS Rat/Mouse IGF-1 Elisa kit) especifica para
soro de rato.

O principio do método de imunoensaio consiste em duas etapas. No ensaio,
padrdes, controles e amostras pré-diluidas s@o incubados em cavidades de

microtitulagcdo as quais foram recobertas com anticorpos anti-IGF-1. Apds incubacéo
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e lavagem, as cavidades séo tratadas com outro anticorpo de detecgdo anti-IGF-1
marcado com a enzima peroxidase de rabano (HRP). Ap6s a segunda etapa de
incubagdo e lavagem, as cavidades sdo incubadas com o substrato
tetrametilbenzidina (TMB).

Uma solugéo de interrupcao 4cida € entdo adicionada e o grau de reciclagem
enzimatica do substrato é determinado através da leitura da absorbancia em duplo

comprimento de onda a 450 e 620 nm.

1° Etapa: pré-tratamento das amostras

Pipetou-se 25uL das amostras e do controle em tubos de polietileno

l

Adicionou-se 100 pL do tampao de amostra | (RELEASREAG) e agitar bem em
vortex.

l

Incubou-se a temperatura ambiente (~25 °C) por 10 minutos.

l

Adicionou-se 1 mL tampéo de amostra Il (SAMPDIL) e agitar no vortex.
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2° Etapa: quantificagdo do IGF-1

Pipetou-se 25uL calibrador (cal) no controle e amostras diluidas.

l

Adicionou-se 100 pyL de Anti-Rat IGF-I Biotin (AB BIOTIN).

l

Incubou-se por 2 horas em temperatura ambiente (~25 °C).

l

Lavou-se cada cavidade 3 vezes com a solugéo de lavagem.

l

Adicionou-se 200pL da Solugéo de Conjugado Anticorpo-Enzima (TMB).

l

Incubou-se 30 minutos em temperatura ambiente (~25 °C).

l

Lavou-se cada cavidade 3 vezes com a solugao de lavagem.

l

Adicionou-se 100uL da solugéo de Interrupgéao (HCL).

l

Realizou-se a leitura da absorbéancia da solugéo utilizando uma leitora de
microplaca ajustada para 450nm.

As concentragdes de IGF-1 presentes no soro dos animais foram calculadas

no software Graph Pad Prism verséo 4.0 (Graph Pad software, Inc.).
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4.3.10 Proteina total sérica

A concentracdo da proteina sérica total no soro foi medida pelo método do
reagente de biureto (sulfato de cobra a 10%) (HENRY, 1974). O principio do método
consistiu na reacdo das ligacGes peptidicas das proteinas com o Cu2+ em meio
alcalino, dando origem a um complexo de cor violeta, cuja intensidade de coloragéo
€ proporcional a concentracdo de proteina da amostra. As absorbancias das
amostras foram lidas em espectrofotometro UV (Shimadzu mini 1240) a 545nm e as
concentragdes foram obtidas contra curva de calibragéo, realizada com um padréo

de proteinas totais (Lab Test).

4.4 Parametros teciduais

Cada amostra foi analisada em duplicata. A média da duplicata representou o

valor de cada animal.

4.4.1 Extracdo de proteina e de RNA no musculo gastrocnémio e figado

As amostras congeladas do musculo gastrocnémio e figado foram
pulverizadas em placas de aluminio sob adicdo constante de nitrogénio liquido,
pesadas e imediatamente homogeneizadas com 6 mL de acido tricloroacético p.a.
10% (TCA, Merck Chemical, Darmstadt, Alemanha) gelado, sendo, posteriormente,
centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos, a temperatura de 4°C.

Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso com
10mL de PCA p.a. 2% (Merck Chemical, Darmstad, Alemanha) gelado e
centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a temperatura de 4°C. Depois o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi, entédo, ressuspendido com 10mL de
hidroxido de sodio (NaOH) 0,3N e mantido em banho aquecido por 1 hora, a
temperatura de 37°C. Durante esse periodo foi utilizado um bastdo de vidro que
permitiu a dissolugdo de qualquer coagulo formado nos tubos. Em seguida, cerca de

0,5mL foram retirados e congelado a -80°C para posterior determinacéo de proteina.
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O restante da solugdo foi resfriada em gelo durante 10 minutos.
Posteriormente, foram acrescentados 2mL de PCA 20% gelado, homogeneizado
com bastéo de vidro e mantido em gelo por 10 minutos. Em seguida, foi centrifugado
por 15 minutos, 3.000 rpm, a temperatura de 4°C. Uma parte do sobrenadante (5mL)
foi armazenada a -80°C para posterior analise da concentragdo de RNA, enquanto o

restante foi desprezado.

4.4.2 Determinacdo da concentragdo de proteina no musculo

gastrocnémio e figado

A concentragéo de proteina tecidual hepética e do musculo gastrocnémico foi
determinada segundo o método colorimétrico descrito por Lowry et al. (1951). O
principio consiste na hidrolise alcalina das proteinas da amostra e na formagéo de
um complexo de cor azul, a partir da reacdo com o reagente de Folin-Ciocalteau.
Assim, a intensidade da coloragdo desse complexo é proporcional a concentragdo
de proteina da amostra. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 660nm
em espectrofotdmetro UV (Shimadzu mini 1240). A quantidade de proteina da

amostra foi calculada a partir da curva padrao de albumina de soro bovino (Sigma).

4.4.3 Determinacdo da concentracdo de RNA total no musculo

gastrocnémio e figado

As concentracBes de RNA total no figado e no musculo gastrocnémio foram
determinadas pelo método descrito por Munro e Fleck (1966), a partir do
sobrenadante, apds o processo de extragdo de proteina da amostra. A leitura foi
realizada em comprimento de onda de 260nm em espectrofotometro UV (Shimadzu
mini 1240). A concentragdo de RNA da amostra foi calculada a partir da

concentracao de proteina (ug de RNA/mg de proteina).
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4.5 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados, foi utilizado o teste One-Way ANOVA
para a comparacdo entre 0s grupos, 0s contrastes foram obtidos pelo teste de
Newman-Keuls, com excec¢do da composigéo centesimal das ragdes e do consumo
alimentar dos animais, para os quais foi utilizado o Teste t-Student. Além disso, as
correlagdes parciais entre os dados foram obtidas por meio de regressao linear

(Pearson). Em todas as analises, foi considerado o valor de alfa de 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Composicéo centesimal das ragdes

A racao suplementada com leucina e a rag&o controle apresentaram contetdo
equivalente de proteina e nitrogénio (p>0,05), conforme observado na Tabela 3. O
valor caldrico das dietas foi estimado em aproximadamente 3,72Kcal/g de ragéo.
Assim, as ragdes controle e suplementada com leucina podem ser consideradas

isocaldricas, isoprotéicas e isonitrogenadas.

Tabela 3: Composicdo centesimal das ragdes oferecidas aos animais dos grupos
controle e leucina.

Composigéao Racéo Racgédo com p
Centesimal controle leucina
Proteina (%) 15,02+ 0,14 15,22 +£ 0,05 0,2840
Nitrogénio (%) 2,40+0,02 2,44+0,01 0,2840
Lipideo (%) 4,44+0,38 4,05+0,17 0,4040
Umidade (%) 11,48+0,46 13,19+0,59 0,0870
Carboidrato (%) 69,31+1,15 67,88+0,83 0,4219

Dados expressos com média e + erro padrdo. Ragao controle contém 4% de aminoacidos ndo
essenciais e racao suplementada com leucina contendo 4% de leucina.

5.2 Peso corporal e consumo de ragéo

Como apontado na Tabela 4, os dados semelhantes do peso inicial entre os
grupos mostram que os animais foram aleatorizados adequadamente no inicio do
experimento, mostrando, assim, homogeneidade entre 0s grupos.

As curvas da evolugdo do peso corporeo e do consumo de racdo séo
apresentadas pelas Figura 4 e Figura 5, respectivamente. Na Figura 4, observa-se
que os animais do grupo leucina apresentaram menor peso nos meses 6,7, 8 e 11,

quando comparados com o grupo controle. Ainda para suporte desses dados, a
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Tabela 4 mostra que o grupo leucina apresentou menor peso corpéreo no final do
experimento e também menor peso da carcaca (p=0,0092) que o grupo controle.
Os resultados, como indicados na Figura 5 e na Tabela 4, mostram que néo

houve diferenca significante no consumo alimentar total (285 dias) entre os grupos

controle e leucina.
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Figura 4: Curva de evolugdo do peso corporeo dos ratos dos grupos Controle e

Leucina durante 10 meses consecutivos.
Dados expressos em médias. Valores que apresentam o simbolo * possuem diferenca estatistica.
Grupo Controle (16 meses, n=17), com ragéo controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais;

e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com racao contendo 4% de leucina.
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Figura 5: Consumo de rac¢fes dos ratos dos grupos controle e leucina durante 10
meses consecutivos.

Dados expressos em médias. Valores que apresentam o simbolo * possuem diferenca estatistica.
Grupo Controle (16 meses, n=17), com ragéo controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais;
e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com racao contendo 4% de leucina.

Tabela 4: Média do consumo diario da ragéo e peso corporal durante o experimento.

Adulto Controle Leucina p
Consumo Total 22,4+0,49 22,61+ 0,84 0,8280
(g/dia)
Peso Inicial (g) 560,93+ 8,23 556,49+ 9,41 554,62+ 12,09 0,7353

Peso Final () 560,93t 8,23° 806,6x17,66° 748,58+ 22,9° 0,0001

Carcaca (g) 502+8,39%°  753,1+16,55" 695,6+21,89°  0,0001

Dados expressos com média e + erro padrao. Os valores que apresentam pelo menos uma letra em
comum nao possuem diferenca estatistica. Grupo Adulto (6 meses, n=10), grupo de referéncia. Grupo
Controle (16 meses, n=17), com racao controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais; e
Grupo Leucina (16 meses, n=13), com racao contendo 4% de leucina.

5.3 Massa de tecidos e 6rgaos

Os dados referentes as massas de tecidos e 6rgdos foram expressos em
grama para cada 100 grama de peso corporeo. Nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos experimentais em relacdo ao peso do musculo séleo;

por outro lado, houve diferenga nos trés grupos experimentais em relagdo ao
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musculo gastrocnémio. Como pode ser observado na tabela 5, os animais dos
grupos controle e leucina apresentaram menor massa de muasculo quando
comparados aos animais adultos. O grupo leucina apresentou maior contetdo do
musculo que o grupo controle. Este resultado indica que no envelhecimento ha
redugdo da massa muscular e que a suplementacdo com leucina atenuou esse
declinio muscular.

Em relacdo aos o6rgdos, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
experimentais em relacdo ao figado e ao rim. No entanto, o grupo controle
apresentou menor quantidade de g/(100g) de coragcéo quando comparado com 0sS

demais grupos experimentais (Tabela 5).

Tabela 5: Peso dos tecidos e 6rgdos dos grupos experimentais (g/100g de peso).
Adulto Controle Leucina p
Soleo * 0,08 £0,004 0,07 +0,003 0,070,003 0,0722

Gastrocnémio * 1,07 £0,06% 0,41+ 0,01 b 0,82 +£0,02° 0,0001

Coragao 0,26 +0,01* 0,23+ 0,005 0,25 +0,012" 0,0366
Figado 2,47 +£0,17 2,53+ 0,05 2,75+0,10 0,1431
Rim * 0,54 + 0,03 0,58 + 0,03 0,73+0,14 0,2757

* representa a soma dos tecidos ou 6rgaos do lado direito e esquerdo. Dados foram apresentados em
grama por cada 100 grama de peso corpéreo de cada animal e expressos com meédia e £ erro
padrdo. Os valores que apresentam pelo menos uma letra em comum ndo possuem diferenca
estatistica. Grupo Adulto (6 meses, n=10), grupo de referéncia. Grupo Controle (16 meses, n=17),
com ragédo controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais; e Grupo Leucina (16 meses, n=13),
com ragdo contendo 4% de leucina.

5.4 Composicdo quimica da carcaca

Os dados referentes & massa dos depositos de gordura foram expressos em
grama por 100 grama de peso corpéreo. Os animais dos grupos experimentais ndo
apresentaram diferenga significativa em relagdo ao tecido adiposo epididimal. Por
outro lado, os grupos leucina e controle apresentaram aumento significativo no

depdsito de gordura retroperitoneal bem como na porcentagem de gordura corporal,
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guando comparados aos animais adultos (Figura 6 e Figura 7). Quando se somou
os depositos de gordura (epididimal + retroperitoneal) observou-se que o grupo
leucina apresentou contetido semelhante aos animais adultos. Ja o grupo controle
apresentou maior conteddo do que os demais grupos. Esses dados mostram que o
processo de envelhecimento acarretou maior acumulo de gordura nos animais.
Todavia, a suplementacdo com leucina reduziu significativamente o ganho de
gordura, comparado aos animais que receberam dieta controle. Por outro lado, a
suplementagcdo com leucina ndo atenuou a perda de proteina e massa magra que
ocorre com o0 processo de envelhecimento. Sendo assim, 0 processo de
envelhecimento provocou alteragbes na composicdo corporal e a suplementacdo
com leucina foi capaz de reduzir, de forma parcial, apenas o acimulo de gordura

corporal.
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Figura 6: Peso dos depésitos de gordura visceral epididimal, retroperitoneal e a
soma dos dois depoésitos dos grupos experimentais.
Os dados foram apresentados em g/100g de peso corpdreo e expressos com média e * erro padrao.
Os valores que apresentam pelo menos uma letra em comum nao possuem diferenga estatistica.
Grupo Adulto (6 meses, n=10), grupo de referéncia. Grupo Controle (16 meses, n=17), com ragdo

controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais; e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com ragao
contendo 4% de leucina.
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Figura 7: Composicdo quimica da carcaca em termos percentuais dos grupos
experimentais.

Os dados foram apresentados em porcentagens e expressos com média e * erro padrdo. Os valores
gue apresentam pelo menos uma letra em comum ndo possuem diferenca estatistica. Grupo Adulto
(6 meses, n=10), grupo de referéncia. Grupo Controle (16 meses, n=17), com racdo controle
contendo 4% de aminoacidos nao essenciais; e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com racao
contendo 4% de leucina.

5.5 Parametros séricos

Como pode ser observado na Tabela 6, os animais envelhecidos tiveram
maiores concentracdes de colesterol, triglicérides, LDL, HDL, VLDL e glicose quando
comparados com grupo adulto. Sendo assim, o processo de envelhecimento
provocou efeitos negativos no perfil lipidico e na glicemia e a suplementagdo com
leucina né&o foi capaz de reverter isso

Em relagdo aos hormdnios anabdlicos, ndo houve diferenca entre os grupos
na concentracdo de IGF-1 (p>0,05), mas a concentracdo do horménio insulina foi
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maior nos grupos leucina e controle do que no grupo adulto (p=0,0010), indicando
aumento da resisténcia a insulina com o envelhecimento. Ainda na mesma tabela,
nota-se que o indice de HOMA foi maior nos grupos controle e leucina quando
comparados com o grupo adulto; nesse caso, o indice de HOMA indica que esses
animais apresentam alterac6es metabdlicas proprias do envelhecimento.
Observa-se, na Tabela 6 que os grupos controle e leucina apresentaram
menores concentracdes de proteinas totais (p=0,0009) e albumina (p=0,001) do que
0 grupo adulto. A concentragdo de albumina foi menor no grupo leucina que nos

demais grupos experimentais.

Tabela 6: Pardmetros séricos dos grupos experimentais.
Adulto Controle Leucina P

Glicose (mg/dL) 104,86+6,69% 251,9+12,46° 253,24+16,01° 0,0001

Colesterol (mg/dL) 96,14 + 6,14% 186,4 + 9,04° 178,92 +20,2° 0,0001

HDL (mg/dL) 54,14 + 3,80*° 86,45+ 6,62° 75,85+7,53° 0,0080
LDL (mg/dL) 71,12+3,36  124+8,36°  117,8+14,39° 0,0035
VLDL (mg/dL) 17,58+1,13% 37,57+4,62°  41,97+9,11°  0,0355

Triglicérides (mg/dL) 87,9+5,65% 187,8+23,12° 209,9 +4559° 0,0355

Proteina total (g/dL) 8,06 + 0,28° 6,3+ 0,24° 6,12 + 0,44°  0,0009

Albumina (g/dL) 5,08 +0,07* 3,06 +0,09° 2,73+0,13° 0,0001
Insulina (ng/mL) 1,65+0,03% 1,80+0,02° 1,74+0,02 ° 0,0003
HOMA 0,034+0,005* 0,107+0,011° 0,106+0,011° 0,0001
IGF-1 (ng/mL) 907,8+65,66 861,1+48,68  765,5+44,90 0,2685

Os valores que apresentam pelo menos uma letra em comum n&do possuem diferenca estatistica.
Grupo Adulto (6 meses, n=10), grupo de referéncia. Grupo Controle (16 meses, n=17), com racao
controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais; e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com racao
contendo 4% de leucina.
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5.6 Aminograma sanguineo

Na Figura 7 observam-se as concentragcdes dos aminoacidos sanguineos dos
grupos experimentais; destacam-se o0s aminoacidos &cido aspértico, serina,
treonina, prolina e cistina, que apresentaram-se em menores concentragdes no
grupo adulto quando comparado com os demais grupos estudados. Cabe salientar
qgue os ACR néo apresentaram diferenga significativa entre os grupos experimentais.

Os demais aminoéacidos foram semelhantes em todos os grupos.
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Tabela 7: Concentragbes de aminodcidos sanguineos dos grupos experimentais

(mg/100g9).

Adulto Controle Leucina P
Glutamina 6,57+0,25 7,34+0,19 7,80+0,47 0,0687
Acido aspartico 0,53+0,03% O,57J_r0,03b O,74J_r0,07b 0,0181
Acido glutdamico 3,08+0,25 3,15+0,25 2,700,223 0,4194
Serina 2,33+0,14% 3,04+0,15" 3,53+0,22° 0,0002
Glicina 2,18+0,15 2,44+0,18 2,28+0,28 0,6909
Histidina 0,88+0,06 0,78+0,02 0,95+0,05 0,0694
Arginina 2,07+£0,14 2,21+0,24 2,05+0,26 0,8514
Treonina 1,94+0,09°  2,78+0,13°  3,09:0,20" 0,0001
Alanina 4,52+0,38 5,17+0,27 5,49+0,35 0,1366
Prolina 1,55+0,09°  1,83+0,09°  1,82+0,04° 0,0295
Tirosina 1,59+0,10 1,74%0,05 1,74+0,08 0,375
Valina 1,78+0,06 1,55+0,11 1,49+0,07 0,0700
Metionina 1,17+0,04 1,25%0,03 1,21+0,03 0,2660
Cistina 0,28+0,03% 0,46+0,03° 0,41+0,04° 0,0111
Isoleucina 1,28+0,04 1,42+0,04 1,35+0,05 0,1489
Leucina 1,84+0,09 1,56%0,08 1,65%0,09 0,1104
Fenilalanina 1,15+0,06 1,10+0,03 1,15+0,04 0,6725
Lisina 4,05+0,19 4,90+0,16 5,15+0,32 0,2022
Taurina 5,19+0,24 5,33+0,22 5,42+0,32 0,8375
Soma dos 37,74+£1,69 40,96+1,19 39,33+0,91 0,2251

Aminoacidos

Os valores que apresentam pelo menos uma letra em comum nao possuem diferenca estatistica.
Grupo Adulto (6 meses, n=10), grupo de referéncia. Grupo Controle (16 meses, n=17), com racdo
controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais; e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com racao
contendo 4% de leucina.
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5.7 Parametro tecidual

5.7.1 Proteinas e RNA totais no musculo

Nota-se, na Figura 8, que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos do estudo em relagdo a concentracdo de proteina muscular durante o

experimento (p>0,05).
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Figura 8: Concentracdo de proteina no musculo.

Os valores ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05). Grupo Adulto (6 meses, n=10), grupo de
referéncia. Grupo Controle (16 meses, n=17), com ragéo controle contendo 4% de aminoacidos nédo
essenciais; e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com racao contendo 4% de leucina.

De acordo com a Figura 9, o grupo leucina ndo apresentou alteracdo na
concentracdo de RNA quando comparado aos demais grupos experimentais. No
entanto, a concentragdo de RNA no grupo controle foi significativamente menor do

que o grupo adulto.
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Figura 9: Concentragdo de RNA no musculo.

Os valores que apresentam pelo menos uma letra em comum ndo possuem diferenca estatistica.
Grupo Adulto (6 meses, n=10), grupo de referéncia. Grupo Controle (16 meses, n=17), com ragdo
controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais; e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com ragao
contendo 4% de leucina.

5.7.2 Proteinas e RNA totais no figado

A Figura 10 apresenta os valores das concentracdes de proteina hepatica. Ao
contrario da concentracdo de proteina muscular, houve diferenca entre todos os
grupos experimentais em relacdo a proteina hepética, sendo que o grupo leucina e o
grupo controle apresentaram maior quantidade de proteina no figado, quando
comparado com o grupo adulto, e o grupo leucina teve menor quantidade de

proteina do que o grupo controle (p=0,05).
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Figura 10: Concentracdo de proteina no figado.

Os valores que apresentam pelo menos uma letra em comum néo apresentam diferenca estatistica.
Grupo adulto (6 meses, n=10), grupo de referéncia. Grupo Controle (16 meses, n=17), com racao
controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais; e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com racao

contendo 4% de leucina.

Leucina

Quando comparadas as concentracfes de RNA no figado entre os grupos foi

verificado que os animais dos grupos leucina e controle possuem quantidades

semelhantes de RNA com o grupo adulto (p>0,05), (Figura 11).
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Figura 11: Concentracdo de RNA no Figado.

Os valores que apresentam pelo menos uma letra em comum nao possuem diferenca estatistica.
Grupo Adulto (6 meses, n=10), grupo de referéncia. Grupo Controle (16 meses, n=17), com racao
controle contendo 4% de aminoacidos ndo essenciais; e Grupo Leucina (16 meses, n=13), com racao
contendo 4% de leucina.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho analisou o efeito da suplementagdo com leucina sobre a
composicao corporal e os parametros teciduais, bioguimicos e metabdlicos, em ratos
durante o processo de envelhecimento. A hipétese testada foi de que a
suplementagéo cronica com leucina poderia alterar favoravelmente a composigao
corporal, mediante a reducdo da gordura corporal, atenuando a perda de massa
magra, por promover a sintese protéica.

Cabe ressaltar que os dados obtidos neste estudo apontam que 0s animais
com idade de 16 meses apresentam sinais de envelhecimento, pois, quando
comparados com o grupo adulto, mostraram diferencas tipicas deste periodo, como
aumento da gordura corporal, reducéo do estado nutricional protéico e alteracdo de
indicadores do perfil glicémico e lipidico.

Estudos com humanos e ratos idosos constataram decréscimo no estimulo da
sintese protéica muscular, apés o consumo de uma refeicdo normoprotéica. A
origem desta alteracdo permanece obscura, uma vez que esta sintese responde
normalmente quando uma grande quantidade de aminoacidos € fornecida aos
idosos. (DARDEVET et al.,, 2002; RIEU et al.,, 2003; KATSANOS et al.,, 2006;
HOUSTON et al., 2008).

Na literatura existem evidéncias que indicam que a maior ingestao de leucina
pode reduzir a gordura e o peso corporal, melhorar a glicemia e elevar a sintese
protéica (MOURIER et al.,, 1997; ANTHONY et al.,, 2000; CROZIER et al., 2005;
DARDAVETE et al., 2002; COMBARET et al., 2005; RIEU et al., 2006; RIEU et al.,
2007). Diante do exposto, a presente pesquisa avaliou os efeitos da suplementagéo
com leucina por 40 semanas em animais durante o processo de envelhecimento.

No presente estudo, a intervengdo nutricional com leucina a 4% na ragao
resultou em menor ganho de peso corporal que a dieta controle. Como suporte para
este dado, o grupo leucina apresentou menor peso da carcaga quando comparado
com o grupo controle. Este achado é contraditério a outras pesquisas com animais
envelhecidos e suplementados com leucina, as quais mostram que nédo hé diferenca

entre 0s grupos experimentais em relagdo ao peso corporal (Rieu et al., 2003; 2007;

VIANNA, D.



DISCUSSAO 64

Dardevet et al.,, 2002; Combaret et al., 2005). Por outro lado, esses estudos nao
utilizaram protocolo experimental cronico e sim agudo, o que difere do presente
estudo. Assim, os dados deste trabalho sugerem que a leucina é eficaz em reduzir o
peso corporal quando é suplementada durante um periodo prolongado de tempo.

Uma possivel explicacdo para a reducdo do peso corporal poderia estar
vinculada ao menor consumo alimentar. Contudo, ndo houve diferenca entre os
grupos experimentais em relagdo ao consumo de ragcbes, como também foi
observados nos estudos referenciados a cima. Em contrapartida, no trabalho de
Rieu et al. (2007) o grupo que recebeu maior quantidade de leucina apresentou
menor consumo de ragado comparado com o controle.

Nesse sentindo, Cota et al. (2006) mostraram que administragdo de leucina
intracerebroventricular ativa a via da mTOR no hipotdlamo e suprime o consumo
alimentar em ratos. Neste mesmo estudo, a administracdo oral de leucina né&o
interferiu no consumo alimentar. A possivel explicacdo para a discrepancia aparente
inclui as doses e as vias de oferta deste aminoacido, bem como a diferenca das
espécies e a idade. Cabe ressaltar que isto ndo impede o possivel envolvimento do
sistema nervoso central na mediacdo dos efeitos da leucina no gasto de energia,
tanto em animais que receberam administragdo centralizada quanto nos que
receberam por via oral (ZHANG et al., 2007).

Essa diferenca em relac&o ao peso corporal ainda poderia estar relacionada a
dois fatores. Primeiro, a diferenca da composi¢cao das racdes experimentais, em que
uma recebe adicdo do aminoécido essencial leucina e a outra uma mistura de
aminoacidos néo essenciais (Tabela 1). Existem evidéncias de que dietas com maior
proporcdo de proteinas, principalmente aminoicidos de cadeia ramificada,
promovem maior perda de peso quando comparada a dieta de mesmo valor cal6rico
(LAYMAN et al.,, 2003; 2005). No entanto, as duas racbes eram isocaldrias,
isoprotéicas e isonitrogenadas, ou seja, possuiam a mesma quantidade de calorias,
proteinas e nitrogénio (Tabela 3). Sendo assim, o efeito da dieta na redu¢éo do peso
corporal pode ser atribuido a leucina. De fato, estudos tém sugerido que parte dos
efeitos beneficio de dietas com grandes quantidades de proteinas é atribuida a

leucina. Segundo esta hipotese, a maior oferta deste aminoacido ndo seria apenas
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para aumentar a disponibilidade de substratos para a sintese protéica, mas também
por estimular processos anabolicos (LAYMAN e WALKER, 2006).

A leucina é precursora da sintese protéica por estimular vias intracelulares
associadas com esse processo como, por exemplo, aumento e ativagdo dos
ribossomos — aparatos celulares responsaveis pelo processo de tradugéo protéica,
resultando em maior capacidade celular para sintese de proteinas (LYNCH et al.,
2002; CROZIER et al, 2005). A composi¢do corporal dos animais pode ser
considerada outra variavel que poderia influenciar na alteracdo do peso corporal. Os
dados obtidos sobre esse componente mostraram que 0s animais que consumiram a
racdo com 4% de leucina apresentaram menor peso na somatdria dos tecidos
adiposos e % de gordura corporal do que os animais do grupo controle, como pode
ser observado nas Figura 6 e Figura 7. Em concordancia com esses dados, Mourier
et al. (1997) e Zhang et al. (2007) observaram que o aumento no consumo de
leucina resultou na reducéo de 48% do tecido adiposo visceral e 25% da gordura
corporal.

Desta maneira, observa-se, neste estudo, que a perda de peso € composta
principalmente de gordura corporal. Algumas hipoteses foram propostas para
explicar os efeitos favoraveis da dieta com maior propor¢do de leucina na
composicao corporal: 1) ocorre ativac@o da via de sinalizacdo protéica no adipdcito,
principalmente da via da mTOR (LYNCH et al.,, 2000); 2) maior expressdo da
proteina desacopladora 3 (UCP-3) nos tecidos adiposos e musculo esquelético, cuja
qual tem implicacdo na regulagdo da temperatura, do gasto energético e do peso
corporal (BOSCHINI e GARCIA JUNIOR, 2005; ZHANG et al.,, 2007); 3) maior
concentracdo de leptina, pelo fato da leucina estimular a secregéo deste hormoénio
(ROH et al., 2003). A leptina regula o peso corporal por controlar a saciedade, o
consumo alimentar e a temperatura corporal, além de favorecer a lipélise e o gasto
energético (LYNCH et al.,, 2006). 4) Aumento da sintese protéica no musculo
esquelético, por ativacdo da via de sinalizagdo da mTOR (VIANNA, TEODORO,
TIRAPEGUI, 2008). No presente estudo, essas proteinas envolvidas na sinalizagédo
celular e na UCP-3 nédo foram determinadas, fato que limita uma discussdo com

base nesses parametros.
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Todavia, foi constatado que a maior redugdo de gordura corporal observada
no grupo leucina ndo esta associada aos contetidos de massa magra ou de proteina
da carcaca dos animais suplementados, pois ndo houve diferenca significativa
nestes parametros entre o grupo leucina e o grupo controle. Apenas houve
diferenca no grupo adulto quando comparado com os demais grupos. Os dados da
massa magra e da % de proteina na carcaga dos grupos de animais envelhecidos
(leucina e controle), quando comparados com 0s animais adultos, indicaram que
com o processo de envelhecimento ha declinio da massa magra e que a
suplementagdo com leucina n&o foi capaz de reverter isso. Embora, neste estudo, a
suplementagdo com leucina néo tenha sido eficaz em atenuar a perda de massa
magra que ocorre com o processo de envelhecimento, evidéncias experimentais
sugerem que a leucina atenua o declinio muscular que ocorre com avanco da idade.

Nesse contexto, alguns estudos demonstraram que o musculo envelhecido é
menos responsivo ao efeito anabdlico da concentragdo fisiologica de leucina.
Todavia, 0 mesmo ainda é capaz de responder a estes efeitos quando o consumo
deste aminoacido é aumentado, conduzindo a restauracdo da sintese protéica e a
inibicdo da degradacgdo de proteinas (DARDEVET et al., 2002, KATSANOS et al.,
2006; COMBARET et al., 2005; RIEU et al., 2003, 2006 e 2007; KOOPMAN et al.,
2006).

Dardevet et al. (2002) mostraram que a suplementagdo com leucina
favoreceu a sintese protéica muscular em ratos envelhecidos e que esse estimulo foi
similar ao observado em ratos adultos. Sendo assim, a suplementagdo aguda com
leucina € eficaz em restaurar a sintese protéica muscular pés-prandial em ratos
envelhecidos. Nesse contexto, Rieu et al. (2006) também encontraram efeito da
suplementagdo aguda com leucina na sintese protéica muscular de sujeitos idosos.
Este efeito foi devido ao aumento da disponibilidade de leucina. Haja vista que sua
concentragcdo plasmética foi maior no grupo suplementado com leucina do que no
grupo controle.

Além disso, em um estudo realizado em nosso laboratério, ratos adultos
foram submetidos a 3 ciclos de restricdo alimentar, intercalados por recuperacéo

nutricional e suplementagdo cronica com leucina e fenilalanina. Foi verificado

VIANNA, D.



DISCUSSAO 67

aumento significativo no contetdo de proteina corporal (+17,7 %) e de massa magra
(+11,3 %) na carcaga dos animais suplementados, quando esses resultados foram
comparados aos obtidos de ratos submetidos & mesma variacdo de peso e sem
suplementagdo (DONATO et al., 2007).

Por outro lado, um estudo conduzido por Koopman et al. (2007) sugeriu que o
consumo de uma bebida padronizada com carboidrato mais proteina hidrolisada e
adicdo de leucina, seguido de exercicio fisico, ndo elevou a taxa de sintese protéica
muscular em idosos quando comparado ao grupo que recebeu a bebida com
carboidrato mais proteinas hidrolisadas.

A auséncia de efeitos em relacdo a porcentagem de massa magra e a
porcentagem de proteina na carcaca dos animais do grupo leucina pode ser
atribuida a trés fatores: 1) as concentracdes plasméaticas de leucina; a 2) protedlise
muscular e 3) o tempo de suplementagdo. Os animais dos grupos leucina e controle
apresentaram concentracao sérica de leucina semelhante ao grupo adulto. Uma vez
que h& diminuicdo da sensibilidade, a leucina na sintese protéica muscular em ratos
idosos e na via de sinalizacdo celular € menos responsiva ao aminoécido, pois é
necessario que ocorra maior concentragdo de leucina sérica para que a sintese
protéica seja estimulada no musculo esquelético (DARDEVET et al., 2003).

Nesse contexto, Dardevet et al. (2000) constataram que um dos substratos
modulados pela via do mTOR foi estimulado pela leucina em ambos os animais,
adultos e idosos, e essa ativagao ocorreu porque houve aumento na concentragao
de leucina sérica (110 vs 260 uymol/l, respectivamente). Em conformidade com esses
dados, outros estudos realizados com humanos idosos também constataram que
para ocorrer a sintese protéica muscular é necessario o aumento na disponibilidade
de leucina plasmética (RIEU et al., 2006; KATSANOS et al., 2006; REMON et al.,
2007).

O que difere o presente trabalho dos demais estudos citados é o tempo de
jejum para a coleta de sangue. O nosso estudo apresentou 5 horas de jejum
enquanto que nos demais trabalhos citados acima o tempo de jejum variou entre 30
minutos e 7 horas, lembrando que existe diferenga entre o ser humano e o animal.

Provavelmente, o periodo de 5 horas de jejum adotado no protocolo deste estudo
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tenha equalizado as concentragcbes de aminoacidos sanguineos. Talvez, se
tivéssemos coletado o sangue logo ap6s o animal receber uma refeicdo (apos 40
minutos), por exemplo, teriamos a concentrac@o de leucina sérica aumentada, haja
vista que a suplementacdo a 4% de leucina € o suficiente para aumentar a
concentragdo sanguinea deste aminoacido.

Alguns estudos relatam que quando ha aumento na circulagdo de leucina
pode ocorrer reducdo de outros aminoacidos essenciais (NAIR et al., 1992; TOM e
NAIR, 2006), vendo que o efeito mais evidente € na reducé@o de isoleucina e de
valina, porque existe antagonismo entre os ACR. No entanto, o presente estudo
apresentou concentracdes semelhantes de isoleucina e valina nos grupos
experimentais; estes resultados estdo de acordo com outras pesquisas (DARDEVET
et al., 2002; RIEU et al., 2003). Por outro lado, o grupo adulto apresentou menores
concentragdes de &cido as partico, serina, treonina, prolina e cistina. Isso pode ser
justificado pelo fato do grupo adulto ter recebido a ragc&o providenciada pelo biotério,
sendo que sua composicao é diferente das ra¢des fornecidas aos outros dois grupos
experimentais. Sendo assim, a possivel explicagdo para esse achado seria que a
suplementagdo com leucina possa até ter favorecido a sintese protéica, mas isso
ndo foi suficiente para superar a degradacdo protéica, a ponto de preservar a
quantidade de proteina e massa magra corporal.

Cabe ressaltar que os efeitos da leucina sobre a sintese protéica no musculo
esquelético ndo estdo sempre associados ao estimulo na sintese protéica. De fato,
pesquisas constataram que a infusdo intravenosa de altas doses (3 a 7 g) de leucina
produziram modifica¢c6es anabdlicas no turnover protéico e no balan¢o nitrogenado
(PLATELL et al., 2000; MATTHEWS, 2005), possivelmente por promover a
supressao da protedlise no musculo sem apresentar efeito adicional sobre a sintese
protéica. Em contrapartida, baixas doses de leucina otimizam a sintese protéica no
musculo; contudo, ndo demonstram efeito sobre a protedlise deste tecido.

Diante disso, é sugerido que a dose de leucina capaz de causar efeitos
maximos sobre a degradagdo protéica pode ser maior do que a necessaria para
causar efeitos maximos sobre a sintese de proteinas em condi¢cdes de balanco

nitrogenado negativo. Estes resultados tornam-se relevantes, haja vista que a perda
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do musculo em estado catabdlico poderia ser revertida pela suplementacdo de
leucina em doses especificas (ZANCHI, NICASTRO e LANCHA, 2008). Lynch et al.
(2002) levantaram a hipétese de que possam existir efeitos exclusivos da leucina em
tecidos especificos e que os mecanismos envolvidos na sintese protéica possam ser
diferentes aos efeitos agudo e cronico da suplementagdo com leucina. Talvez esta
hipétese explique o efeito da leucina na gordura corporal e ndo na massa magra.

Em relagdo aos parédmetros séricos, sabe-se que a leucina é secretagogo do
horménio insulina e que elevadas concentra¢des deste hormonio inibem a protedlise
e estimulam a sintese protéica e a captacdo dos aminoécidos (BIOLO, DECLAN
FLEMING e WOLFE, 1995). Porém, nota-se, neste trabalho, que o grupo
suplementado com leucina ndo alterou as concentragfes sérica de insulina e de
IGF-1 quando comparado ao grupo controle; estes dados estdo de acordo com a
literatura (ANTHONY et al., 2000; DARDEVET et al.,, 2002; LYNCH, et al., 2002;
RIEU et al., 2003).

A suplementagdo com leucina na ragdo nao reverteu o efeito induzido pelo
processo de envelhecimento associado ao perfil lipidico e & glicemia. Diversos
estudos tém relatado que o avanco da idade est4 relacionado a alteragdes no perfil
lipidico, incluindo aumento de LDL, triglicérides e colesterol total (HEITMANN, 1996;
SCHUBERT et al, 2006). Por outro lado, alguns estudos mostram que a
suplementagdo com ACR, especialmente a leucina, reduz o colesterol plasmaético e
0 LDL-colesterol, independentemente da reducéo do peso corporal (TEPLAN et al.,
2001; ZHANG et al., 2007).

Zhang et al. (2007) mostraram que os animais que consumiram dieta rica em
gordura, suplementada com leucina durante 14 semanas, diminuiram o colesterol
total em 27% (p<0,01) e o LDL-colesterol em 53% (p<0.001), ainda preveniu a
indugéo da hiperglicemia, mantendo a glicemia normal e diminuindo a concentragéo
plasmética de insulina. Mais recentemente, Nairizi et al. (2009) constaram que a
suplementagdo com leucina em dieta rica em gordura por 15 semanas ndo melhorou
as concentragfes de colesterol e de triglicérides sanguineo. A possivel explicacao

para a discrepancia entre esses resultados ainda ndo esté definida.
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Cabe salientar que o presente estudo n&o encontrou diferenca significativa
entre o grupo leucina e 0 grupo controle a respeito da concentragdo sérica de
glicose e de insulina séria. Além disso, o indice de HOMA, que € um indicativo do
grau de resisténcia periférica a insulina, n&do foi diferente entre esses dois grupos
experimentais.

Todos esses resultados indicam que apesar da leucina favorecer a redugéo
de gordura corporal, os animais do grupo leucina ainda apresentavam expressivo
aumento de gordura corporal quando comparado ao grupo adulto. Assim, a
suplementagdo com leucina ndo foi eficaz em melhorar pardmetros metabdlicos
indicativos de risco de doencgas cronicas ndo transmissiveis (resisténcia a insulina,
glicemia, insulinemia, perfil lipidico). Talvez a leucina s6 seria eficaz nesses
parametros séricos se 0s animais perdessem mais gordura corporal.

O presente estudo também testou a hipotese de que a suplementagdo com
leucina durante 40 semanas poderia melhorar parAmetros metabdlicos indicadores
do estado nutricional protéico, em ratos envelhecidos. Entretanto, o grupo que
recebeu dieta rica em leucina ndo apresentou alteracbes significativas na
concentracdo sérica de proteina total em relagdo ao grupo controle e nem alteracdes
nos conteddos de RNA e de proteinas totais teciduais em relacdo ao outros grupos
experimentais. Com excegao da concentracdo sérica de albumina e de proteina no
figado, em que o grupo leucina apresentou menor conteido do que os demais
grupos experimentais. Uma possivel explicacdo para esse resultado seria que no
figado ndo h& expressédo da enzima aminotransferases de aminoacidos de cadeia
ramificada (ATACR) envolvida no metabolismo dos ACR (LYNCH et al., 2002;
ROGERO e TIRAPEGUI, 2008). O conteado de aminoacido no figado é
extremamente importante para a sintese de proteinas essenciais, como a albumina
(NAIR e SHORT, 2005), mas, como mostrado no presente estudo, o contetdo de
proteina no figado dos animais que receberam leucina foi menor do que nos demais
grupos, podendo, assim, interferir na sintese da albumina por ndao haver substratos
para esse processo.

Cabe ressaltar que por mais que ndo tenha ocorrido altera¢cdo no contetdo de

RNA tecidual, isso ndo significa que ndo houve sintese protéica. Segundo o estudo
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conduzido por Lynch et al. (2002), a suplementagdo com leucina, durante 12 dias
aumentou a taxa de sintese protéica no musculo gastrocnémio de ratos com racao
ad libitum. Esses autores notaram, também, que a suplementagdo ndo alterou a
concentracdo de RNA neste tecido, atribuindo & maior eficiéncia do processo de
traducdo o efeito encontrado na taxa de sintese protéica. De fato, tem sido verificado
gue a suplementacdo, tanto aguda quanto crbnica, de leucina aumenta a taxa de
sintese protéica (ANTHONY et al., 2001; LYNCH et al, 2002; KIMBALL e
JEFFERSON, 2006). Isto ocorre porque a leucina estimula eventos moleculares, que
ainda nao séo totalmente compreendidos, mas que envolvem a ativagdo da mTOR,
que é responséavel pelo desencadeamento de uma cascata de reagdes intracelulares
que ativam o processo de traducédo protéica (ANTHONY et al., 2001; LYNCH et al.,
2002; KIMBALL e JEFFERSON, 2006, VIANNA, TEODORO, TIRAPEGUI, 2008).
Pelo presente estudo fica dificil afirmar que houve efeito da suplementacéo
com leucina na sintese protéica muscular, pois os dados verificados ndo mostram
alteragbes nesses parametros. Além disso, ndo foi analisado nenhum componente
da cascata de ativagdo da sintese protéica e nem da via de degradagéo protéica.
Surgindo, assim, novos questionarios: o aminoacido leucina favoreceu a sintese
protéica e essa ndo foi suficiente para atenuar a degradacdo protéica ou se
realmente a suplementagdo com leucina ndo foi eficaz em estimular a sintese
protéica. Também pode haver mecanismos diferentes para a acdo da leucina
quando oferecida de forma cronica ou aguda. Assim, embora a disponibilidade
aguda de leucina seja um potente estimulo para a sintese protéica, estes dados
revelam pela primeira vez que, a longo prazo, possiveis mecanismos
compensatorios impedem que a leucina cause melhora significativa de parametros
indicadores do estado nutricional protéico de ratos suplementados durante o periodo

de envelhecimento.
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7 CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente estudo indicam que a suplementagdo com
leucina durante 40 semanas teve efeito positivo na composigdo corporal,
favorecendo a redugéo de gordura corporal.

Apesar da suplementagdo crbnica com leucina ter reduzido a gordura
corporal, esta ndo foi eficaz em melhorar pardmetros metabdlicos indicadores de
doencgas crdnicas ndo transmissiveis e nem o estado nutricional protéico.

Apesar de varios estudos demonstrarem que a leucina favorece agudamente
a sintese protéica em idosos, os resultados do presente estudo tornam-se relevantes
por mostrar que a suplementacdo cronica com leucina ndo atenuou o declinio da

massa magra que ocorre com o0 processo de envelhecimento.
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ANEXO 1. INFORMACOES PARA OS MEMBROS DE BANCAS
JULGADORAS DE MESTRADO/DOUTORADO.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pds-Graduacgdo

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentagdo oral do seu trabalho, com duragéo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arglicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argtiir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), &
facultada a argliiggo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa serd aberta ao publico.

4. Terminada a arglicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunird reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacdo ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissdo
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Dilvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-
Graduacdo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

S&o Paulo, 18 de marco de 2005.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP

Av_ Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - 530 Paulo - 5P
Fone: (11) 3091 3621 - Fax (11) 3091 3141 — e-mail: pgfarma@usp.br
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ANEXO 2. CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA).
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
‘Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal - CEEA

CHEA n° 31 /2007

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Efeitos da suplementagdo crénica com
leucina na composicio corporal durante o envelhecimento. Estudo
em ratos” (Protocolo CEEA n°150), sob a responsabilidade dof(a)
Sr(a). Daiana Vianna e do orientador(a) Prof. Julio Orlando
Tirapegui de Toledo, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagido Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) desia Faculdade, em
14/05/2007.

Sdo Paulo, 14 de; maio de 2007.

)
Profu. Dra. Ligia Ferreira Gomes
Presidente da CEEA

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-800 - Sdo Paulo - SP
Fone: {11) 3091-3677 / Fax: {11) 3813-6093 - e-mail: ririgo@usp.br
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