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RESUMO

SUPLEMENTAGAO AGUDA COM LEUCINA REDUZ MARCADOR DE LESAQO
MUSCULAR EM RATOS NAO TREINADOS SUBMETIDOS A UMA SESSAO
AGUDA DE EXERCICIO FiSICO ATE A EXAUSTAO

Estudos recentes tém associado a prética de exercicio fisico de alta intensidade e de
forma inabitual a alteragbes musculares que incluem lesbes estruturais das
miofibras. Nessa perspectiva, a suplementacdo de aminoacidos de cadeia
ramificada (BCAA) destaca-se como uma estratégia eficaz no controle do dano
celular e na promocgéo da recuperagdo muscular. Uma vez que, dentre os BCAA, a
leucina € o que apresenta maior influéncia sobre a regulacdo de mecanismos
anabdlicos que incluem o estimulo ao aumento da taxa de tradugcdo de RNAm
mediado pela proteina quinase mTOR, se especula quais os possiveis efeitos da
sua suplementacéo isolada em um modelo de exercicio fisico extenuante e inabitual.
Buscamos entdo, com o presente estudo, avaliar o efeito da suplementagcdo com
leucina sobre as concentragcfes séricas de creatina quinase — marcadores de lesdo
muscular — e sobre a expresséao e fosforilacdo das proteinas mTOR, 4E-BP1, S6K1,
IKK, IkB-a, NF-kB — componentes de vias envolvidas na sintese de proteinas e da
inflamag&@o — no musculo esquelético de ratos adultos néo treinados, submetidos a
uma sessado de exercicio até a exaustdo. Para tanto, 48 ratos machos adultos da
linhagem Sprague-Dawley foram distribuidos em 10 grupos, sendo que T3L, T48L E
T72L receberam suplementa¢do com leucina [leucina (135 mg/100 g) e T3A, T48A e
T72A receberam uma mistura de aminoacidos ndo essenciais (135 mg/100 g)] ao
final de uma sesséo de exercicio fisico agudo até a exaustéo; T3E, T48E e T72E —
ndo receberam suplementacdo e foram submetidos ao protocolo de exercicio; o
grupo controle ndo recebeu suplementagdo e nédo foi submetido ao protocolo de
exercicio. Em seguida os animais foram eutanasiados 3, 48 e 72 horas apés o
termino do exercicio para andlise dos marcadores investigados. Entre os parametros
avaliados houve diferenga significativa na atividade da creatina quinase entre os
grupos TL3 e TL4. No entanto os marcadores biomoleculares ndo apontaram
diferencas entre os grupos. No entanto a fosforilagdo do NF- Kb da fragdo nuclear
demonstrou uma tendéncia a ser menor nos grupos suplementados com leucina e o
mesmo acontece com a MCP-1 (proteina quimioatraente de mondcitos). Visto isso,
podemos concluir que, em nossas condigbes experimentais, as vias de sinalizagcéo
estudadas estavam envolvidas na diminuicdo da atividade da creatina quinase,
porém, nossos resultados apontam que a suplementacdo com leucina pode estar
envolvida em mecanismos que atenuem o dano celular apds o exercicio agudo em
ratos néo treinados.

Palavras chave: Leucina; exercicio agudo; creatina quinase.
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ABSTRACT

ACUTE SUPPLEMENTATION WITH LEUCINE LOWERS MARKER OF MUSCLE
DAMAGE IN UNTRAINED RATS AFTER A SINGLE ACUTE BOUT OF EXERCISE
TO EXHAUSTION

Recent studies have associated infrequent exercise of high intensity to muscle
changes that include structural lesions in myofibres. The supplementation of
branched chain aminoacids (BCAA) stands out as an effective strategy in controlling
the cell damage and promoting muscle recovery. As leucine is the BCAA exerting
more influence on the regulation of anabolic mechanisms that include stimulating the
increase of mMRNA translation rate mediated by the protein kinase mTOR, it is
speculated the potencial effects of leucine supplementation alone in a model of
strenuous and infrequent exercise. In the present study, we evaluate the effect of
leucine supplementation on serum levels of creatine kinase — marker of muscle
damage — and on the expression and phosphorylation of proteins mTOR, 4E-BP1,
S6K1, IKK, IkB-a, NF-kB — components of pathways involved in protein synthesis
and inflammation — in the skeletal muscle of untrained adult rats, after a single acute
bout of exercise to exhaustion. Forty eight adult male Sprague-Dawley rats were
divided into 10 groups: T3L, T48L and T72L groups were given leucine
supplementation [leucine (135 mg/100 g), and T3A, T48A and T72A groups were
given a mix of non-essential aminoacids (135 mg/100 g)] at the end of the acute bout
of exercise to exhaustion; T3E, T48E and T72E groups did not receive
supplementation and underwent the exercise protocol; control group was not given
supplementation nor exercise protocol. The animals were killed 3, 48 and 72 hours
after the end of exercise to analyze the markers under study. Among the parameters
assessed, there was a significant difference in the activity of creatine kinase between
groups TL3 and TL4. However, no differences were seen in the biomolecular
markers between groups. Nevertheless, the nuclear fraction of NF- Kb
phosphorylation tended to be lower in the groups supplemented with leucine and the
same was seen with MCP-1 (monocyte chemoattractant protein). Taken together, we
conclude that the signalling pathways studied, in our experimental condition, do not
seem to be involved in the reduced activity of creatine kinase; conversely, our results
indicate that leucine supplementation may be involved in mechanisms attenuating
cellular damage after a single acute bout of exercise in untrained rats.

Keywords: Leucine; acute exercise; creatine kinase.
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1. INTRODUGCAO

A pratica regular de atividade fisica esta intimamente ligada com a menor
morbidade e mortalidade. No entanto, o exercicio inabitual pode trazer alteragcoes
fisiologias indesejaveis, tais como, lesées de pequenas areas de fibras musculares,
que podem ser observadas imediatamente apds o exercicio. Essa lesao se torna
mais extensiva durante as primeiras 48-72 horas pds-exercicio e, decorrentes desse

processo, as citocinas inflamatérias podem ser detectadas a partir de 3 horas.

De maneira indireta, o dano muscular pode ser investigado através de
proteinas musculares mensuradas no sangue, dentre as quais, se destaca a
atividade da enzima creatina quinase, frequentemente utilizada como um marcador

de leséo celular (Marqueste et al., 2008).

O exercicio é responsavel pela sintese e a secre¢ao de diversas citocinas
pelo muasculo esquelético, cuja expressdo e secregdo sao estimuladas
especialmente no exercicio intenso. Além disso, ja foi demonstrado que a contragao
muscular é responsavel pela ativagao e regulagao de alguns alvos moleculares que
serdo estudados no presente trabalho (Ji et al., 2004; Ho et al., 2005; Glass, 2003).

Nesse contexto a suplementagdo com aminoacidos de cadeia ramificada
tem se mostrado uma estratégia eficiente em diminuir os marcadores de leséo
muscular (Greer et al., 2007; Mero et al., 2009). E com este intuito o presente estudo
pretende avaliar o efeito da suplementagdo com leucina em marcadores de lesdo

muscular.

1.1 Revisao Bibliografica

O exercicio fisico, quando praticado de forma regular, é determinante
para a aquisicao de um estilo de vida saudavel, se comportando como um agente

terapéutico e/ou de prevengao para numerosas situacdes de morbidade, com a

PAULA, T. D.
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consequente diminuigdo da mortalidade que lhes esta associada (Aldana et al.,
2005; Donnelly et al., 2009; Hawley e Holloszy, 2009; Roumen et al.,, 2009). No
entanto, em oposicao aos seus potenciais efeitos benéficos, o exercicio fisico agudo
pode também induzir alteragdes fisiologicas indesejaveis se praticado de forma nao
habitual e exaustiva. Tais alteragbes ocorrem especialmente quando os diferentes
tecidos, 6rgdos ou sistemas ndo se encontram suficientemente adaptados para
suportar, sem grandes alteragdes homeostaticas, os diferentes tipos de sobrecarga
que lhes sdo exigidos (Booth et al., 2008; Rogero et al., 2005).

Recentemente, estudos experimentais envolvendo seres humanos e
modelos animais tém associado a pratica de exercicio fisico de alta intensidade as
alteragbes musculares posteriores (Marqueste ef al., 2008; Uchida et al., 2009).
Nessa perspectiva, a lesdo muscular esquelética promovida pelo exercicio fisico
pode variar de uma lesdo ultraestrutural de fibras musculares, até traumas
envolvendo a completa ruptura do musculo, possivelmente decorrente da ruptura de
tecidos conectivos ligados a miofibrilas adjacentes a prépria célula muscular, da
ldmina basal adjacente a membrana plasmatica, da membrana plasmatica da célula
muscular, do sarcdmero, do reticulo sacoplasmatico, ou ainda de uma combinagao
desses componentes (Cruzat et al., 2007).

Lesbes de pequenas areas de fibras musculares podem ser
observadas imediatamente apds o exercicio; no entanto, a lesdo se torna mais
extensiva durante as primeiras 48-72 horas pods-exercicio, ja os mediadores
inflamatérios podem ser detectados em 3 horas apds o exercicio (Marqueste et al.,
2008). Indiretamente, evidéncias podem ser obtidas por meio de proteinas
musculares mensuradas no sangue, dentre as quais destacamos as concentragbes
sanguineas de mioglobina e as das enzimas lactato desidrogenase e creatina
quinase que, normalmente, sdo incapazes de atravessar a membrana plasmatica
(Fell e Williams, 2008). O aumento na concentragao dessas proteinas pode ser um
marcador de necrose celular e de danos teciduais seguidos de lesées musculares
agudas e cronicas (Brancaccio et al., 2008; Rogero e Tirapegui, 2008).

A contragdo muscular provoca aumento transitério de RNAm de genes
especificos induzidos pelo exercicio dentro de 3 a 12 horas pés-exercicio e retorna
ao basal em 24 h (Psilander et al., 2003; Bickel et al., 2005; Yang et al., 2005).

PAULA, T. D.



15

Contudo, além das alteragdes acima descritas, uma Unica sessdo de exercicio
intenso e/ou prolongado pode promover a sintese e a secregdo de diversas
proteinas pelo musculo esquelético. Dentre essas proteinas, destacamos a
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), cuja expresséo e
secrecdo sao estimuladas no exercicio intenso (Pedersen e Pedersen, 2005;
Gleeson, 2007; Pedersen et al., 2007; Rosa Neto et al., 2009).

Parte desses efeitos pode ser atribuida a ativagcdo de um fator de
transcricao conhecido como fator transcricional nuclear kappa B (NF-kB), que
estimula a sintese de fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), de interleucina 6 (IL-6)
e de proteina quimiotatica de monécitos (MCP-1) pelos midcitos, provocando a
inflamacdo associada ao exercicio agudo. Assim, o NF-kB pode ser considerado
potente estimulador da inflamagdo e do metabolismo de proteinas no musculo
esquelético (Kramer e Goodyear, 2007; Mourkioti € Rosenthal, 2008; Chiang et al.,
2009). Nesse sentido, alguns autores verificaram que a contragdo muscular &
responsavel pela ativagao e regulagao do NF-kB no tecido muscular, além de induzir
a sintese de proteinas de fase aguda (Ji ef al., 2004; Ho et al., 2005).

A familia do NF-kB é constituida por cinco membros: p65 (RelA), RelB,
c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) e p52/p100 (NF-kB2). No citoplasma de células
musculares o NF-kB esta na forma inativa, pois se encontra ligado ao |-kBa. As
citocinas pro-inflamatérias ou o estresse oxidativo estimulam a fosforilagdo do I-kBa
e, posteriormente, sua degradagado pelo proteassoma 26S (Li e Verma, 2002). Na
auséncia do |-kBa, o NF-kB se torna ativo e é translocado para o nacleo da célula,
onde inicia o processo de transcricdo de genes envolvidos com a regulagdo de
resposta imune, crescimento e morte celular (Cai et al., 2004; Hayden e Ghosh,
2004).

O controle desse fator de transcricdo é frequentemente realizado pela
IK-quinase (IKK) através da fosforilagdo da IkB, com subsequente ubiquitinagéo e
degradacdo, promovendo translocacdo e actimulo nuclear de dimeros de NF-kB
(Hayden e Ghosh 2004).

No periodo de recuperagédo poés-exercicio ha o retorno dos sistemas
corporais a sua condi¢ao basal, determinando a homeostase; portanto, a negligéncia

ao tempo necessario para restauragédo de substratos utilizados durante o esfor¢co —

PAULA, T.D.
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antes da submissdo a um novo estimulo — caracteriza uma condi¢cao inadequada,
pois impede que o organismo se mantenha em estado 6timo para realizagdo da
pratica atlética, limitando o desempenho e aumentando os riscos de lesdes (Cheung
et al., 2003; Barnett, 2006; Pastre ef al., 2009).

Algumas estratégias tém sido utilizadas com o intuito de reduzir os
danos musculares e as concentragcées de enzimas, tais como a creatina quinase,
resultantes do exercicio. Nessa perspectiva, a suplementagdo de aminoacidos de
cadeia ramificada (Branched-Chain Amino Acids — BCAA), entre outros usados no
esporte (BRANCACCIO et al., 2008), tem se destacado como uma estratégia para
reduzir os danos celulares causados pelo exercicio. A suplementacdo de BCAA
reduz a extensao do dano muscular, medido através da concentracdo de horménios
catabodlicos no plasma, como cortisol, e inibe a protedlise (Greer et al., 2007; Mero et
al.,, 2009), além de favorecer a recuperacao muscular € minimizar a dor tardia
provocada pelo exercicio (Shimomura ef al., 2006).

Dentre os BCAA, a leucina € o mais estudado nesse contexto, assim
como seus metabdlitos (figura 1) — dentre eles o B-metil B-hidroxibutirato (HMB),
devido a sua importancia na recupera¢éo muscular (Norton & Layman, 2006) e aos
seus efeitos anabdlicos no tecido muscular esquelético (figura 2). No estudo de
Anthony et al., (1999), os pesquisadores verificaram aumento na capacidade de
recuperagdo muscular em

ratos SUbr,nE_)t'dos B EUCINA a-cetoisocaproato (KIC)

treinamento fisico quando

Musculo
suplementados ApPENAS COIM  rri i s sesssess s rsna s bnes

esse aminoacido. Estudos in

 B-metil &hidmmbut&rﬂo SOVl GOk

vitro utilizando midécitos dos

musculos  esquelético e

cardiaco mostraram ainda \
: . HMG-COA B-metil crotonil-CoA

que os efeitos no estimulo da

sintese e na inibicao da / \

degradagao protéica : .
. =

observados nestes tecidos :

Acetil-CoA
Irapegui, 2005

foram também obtidos com o  Figura 1: Metabolismo da leucina, cetoisocaproato e HMB. Adaptado de Mendes'e
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uso dos BCAA ou da leucina administrados isoladamente (Rossi e Tirapegui, 2005;
Kobayashi et al., 2006).

LEUCINA
Y

/ 1 \ .
(3
+

\ ,_l

- SINTESE PROTEICA

Figura 2: Alvos da leucina na via da mTOR

Recentemente, varios estudos tém sido realizados com o intuito de
promover avangos no conhecimento sobre os mecanismos moleculares envolvidos
na regulacao nutricional e da sintese protéica promovida pela leucina (Anthony ef al.,
2000; 2001; Lynch et al, 2002, Kimball e Jefferson, 2006). Estudos mostram
aumento de sintese de proteina no musculo esquelético através da suplementagao
de leucina via oral (Kimball e Jefferson, 2002; Crozier et al., 2005). Nesse sentido,
Lynch (2002) realizou a suplementagado de leucina adicionada em agua (via oral) em
ratos e verificou os efeitos dessa suplementacéo cronica apés 12 dias na sintese
protéica em varios tecidos, como musculo esquelético, coragao, tecido adiposo e
outros. No musculo esquelético, Lynch (2002) observou que a suplementagao de

leucina foi acompanhada pelo aumento da sintese protéica.

PAULA, T. D.
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Qutros trabalhos verificaram que os aminoacidos nao aumentam a
sintese protéica simplesmente pelo aumento da disponibilidade de substrato (Vary et
al., 2005). A relagdo entre leucina e manutencdo do tecido muscular esquelético
pode ser explicada por estudos que propuseram uma fung¢ao regulatéria na iniciagao
da tradugdo de RNAm na sintese protéica exercida por esse aminoacido (Anthony ef
al., 2001; Bolster, 2004; Kimball e Jefferson, 2006). A leucina exerce os seus efeitos
em nivel pds-transcricional e, mais comumente, durante a fase de iniciagédo da
traducdo do RNA-mensageiro em proteina. O mecanismo pelo qual a leucina
estimula a tradugcdo de proteinas esta relacionado ao fato do aumento da
concentracao intracelular desse aminoacido promover a ativagédo de uma proteina
quinase denominada alvo da rapamicina em mamiferos (Mammalian Target of
Rapamycin — mTOR) que é estimulada na presenga de mitégenos, como insulina e
nutrientes, incluindo os aminoacidos, sobretudo a leucina (Dennis ef al., 2001).

Estudos demonstraram que a ingestdo de misturas de aminoacidos
essenciais ricos em leucina promove aumento na ativagdo da cascata de sinalizagao
mediada pela mTOR na recuperagdo de ratos no periodo pos-exercicio,
demonstrando o importante papel deste aminoacido na recuperacao das lesdes do
musculo esquelético ap6és a atividade fisica (Dreyer et al., 2008). Em estudo
realizado por Mero e colaboradores (2009), foi verificado que o pico da concentragéo
plasmatica de leucina, ap6s suplementagcédo de 50 mg/Kg de peso, ocorre em 90
minutos; esse mesmo tempo de pico foi encontrado por outros pesquisadores
(NORTON et al., 2009).

O mTOR ativado hiperfosforila a proteina ligadora 1 do fator de
iniciagao eucaribtico E (4E-BP1) que libera o fator de iniciagao eucariotico E (elF4E),
favorecendo a montagem do complexo ribossomal elF4F, componente essencial na
iniciagéo da tradugdo do mRNA. A ativagdo da mTOR também é responsavel pela
fosforilagao da proteina ribossomal enzimatica S6 quinase-1 (S6K1), a qual, por sua
vez, fosforila a proteina ribossomal S6, que favorece a sintese de RNA de proteinas
ribossomais e de fatores de elongacgéo (Kimball e Jefferson, 2006).

Dessa forma, se torna necessario investigar o efeito da suplementagéo
com leucina nos marcadores lesdo muscular, de sintese protéica e de protedlise,

induzidos pelo exercicio agudo inabitual.

PAULA, T.D.
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2. JUSTIFICATIVA

E fato conhecido que o exercicio fisico intenso e prolongado pode causar
lesbes musculares, as quais vém acompanhadas de aumento do estresse oxidativo,
diminuigdo da sintese proteica, aumento da protedlise, da concentragao de citocinas
inflamatérias e, principalmente, atividade da enzima creatina quinase, que é o
marcador de lesdo muscular mais usual.

Até o momento, quase nao existem trabalhos que tenham avaliado o
efeito da suplementacao com leucina na atividade da creatina quinase apés uma
sessao de exercicio agudo, inabitual e prolongada. No entanto, foram encontrados
alguns artigos que avaliaram o efeito da suplementagdo com BCAA em alguns
marcadores de lesdo muscular como a creatina quinase demonstrando resultados
satisfatorios.

Nesse contexto, a suplementagcéo aguda com leucina poderia ser positiva
nao s6 na redugéo da atividade de creatina quinase, mas também na diminuicéo da
protedlise e aumento da sintese proteica, visto que, ja € bem estabelecido na
literatura cientifica, que esse aminoacido estimula a via da mTOR, de forma
dependente ou independente de insulina, aumentando a maquinaria de sintese
proteica e consequentemente diminuindo a protedlise, aumentando a sintese de
proteinas.

Contudo, ainda ha indicios que a leucina é capaz de diminuir a
fosforilagdo do NF-kB nuclear, que pode estar relacionada com o aumento da
protedlise e de citocinas como IL-6, IL-10, MCP-1 e TNF-a, responsaveis pelo
desencadeamento do processo inflamatoério.

Isso posto, o presente trabalho vem investigar o efeito da suplementagao

com leucina em marcadores de lesdo muscular induzida pelo exercicio agudo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo com leucina no
mecanismo de lesdo muscular de ratos apds sessao aguda de exercicio fisico até a

exaustao.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da suplementag¢do com leucina sobre os seguintes parametros:

e Marcadores séricos: creatina quinase, fator de necrose tumoral alfa (TNF- a),
proteina quimiotatica de macréfagos MCP-1, interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 10 (IL-10).

e Marcadores biomoleculares, no musculo esquelético séleo, nas primeiras 3,
48 e 72 horas apds o exercicio (séleo): Expressao e fosforilagdo das
proteinas, IKKB, IKBa, mTOR, S6k1, 4E-BP1 e fosforilagdo do NF-kB da

fracdo nuclear.

PAULA, T.D
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Condigdes experimentais

4.1.1 Animais

Para o presente estudo foram utilizados 48 ratos albinos da linhagem
Sprague-Dawley, machos, com seis semanas de vida e peso de aproximadamente
300 g, obtidos do Biotério de Producao e Experimentacio do Instituto de Quimica e
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

Os animais foram mantidos em gaiolas de criagado até o 45° dia de vida e,
entao, transferidos para caixas de polipropileno coletivas (dimensdes de 30x18x13
cm) onde ficaram até o final do experimento, alocados trés a trés. Durante todo o
periodo experimental, os animais foram submetidos a condi¢des ambientais que
incluiam: temperatura de 22 + 2 °C, umidade relativa de 55 + 10 %, com 15 a 20
trocas de ar por hora e ciclo de iluminagéo 12h claro/12h escuro.

Todos os procedimentos realizados com os ratos foram aprovados pela
Comissdo de FEtica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, de acordo com as normas do Colégio

Brasileiro de Experimentacao Animal (protocolo n° 254).

4.1.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em seis grupos, inicialmente com dez

animais cada, de massa corporal semelhante:

. CON: grupo de animais eutanasiados sem receber suplementagdo e néo

PAULA, T. D.
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exercitados;
. T3E: grupo de animais exercitados que nao receberam suplementagao
(apenas gavagem de agua) e foram eutanasiados 3 horas apo6s o término do
exercicio;
. T3A: grupo de animais exercitados, suplementados com solugdo de
mistura de aminoacidos n&o essenciais e foram eutanasiados 3 horas apds o
término do exercicio;
. T3L: grupo de animais exercitados, suplementados com solugdo de
leucina e foram eutanasiados 3 horas ap6s o término do exercicio;
o T48E: grupo de animais exercitados que nao receberam suplementagao
(apenas gavagem de agua) e foram eutanasiados 48 horas ap6s o término do
exercicio;
° T48A: grupo de animais exercitados, suplementados com solugao de
mistura de aminoacidos néo essenciais e foram eutanasiados 48 horas apds o
término do exercicio;
o T48L: grupo de animais exercitados, suplementados com solugdo de
leucina e foram eutanasiados 48 horas apds o término do exercicio;
. T72E: grupo de animais exercitados que nédo receberam suplementagao
(apenas gavagem de agua) e foram eutanasiados 72 horas ap6s o término do
eXxercicio;
o T72A: grupo de animais exercitados, suplementados com solugédo de
mistura de aminoacidos nao essenciais e foram eutanasiados 72 horas apds o
término do exercicio;
o T72L: grupo de animais exercitados, suplementados com solugéo de

leucina e foram eutanasiados 72 horas apés o término do exercicio.

PAULA, T. D.
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4.1.3 Racao

Todos os animais receberam agua autoclavada ad libitum e ragao
comercial Nuvilab CR-1 irradiada, apropriada para roedores de laboratério, sob a

forma de pellet, através de comedouros suspensos, também ad libitum.

Tabela 1: Composicao da ragao fornecida aos animais durante o experimento.

PAULA, T. D.
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4.1.4 Suplementacao

Apbés o exercicio, os grupos T3L, T48L e T72L foram submetidos a
gavagem oral com 2,5 mL solu¢ao de leucina (54 g de L-Leucina/l) para cada 100 g
de peso corporal (Anthony et al., 2000a; Anthony et al., 2000b; Vary, Deiter e Lang,
2006; Vary et al., 2007).

Os grupos T3A, T48A e T72A foram submetidos a gavagem oral com 2,5
mL de solugdo de aminoacidos nao essenciais (tabela 2) para cada 100 g de peso
corporal. A solugao de aminoacidos nao essenciais utilizada era isonitrogenada em
relagdo a solugéo de L-Leucina. Dessa forma, garantimos que ambos 0s grupos
receberam a mesma quantidade de nitrogénio através da gavagem oral. Tivemos o
cuidado de incluir os grupos T3A, T48A e T72A, que receberam uma solugéo de
aminoacidos nao essenciais isonitrogenada em relagdo a solugédo de leucina, para
comparar isoladamente o efeito da leucina sobre a expressao e fosforilagdo das
proteinas NF-kB, IKKB, IKBa, mTOR, S6k1, 4E-BP1. Segundo Borsheim e
colaboradores (2002) a suplementag¢do de aminoacidos ndo essenciais € incapaz de
aumentar a sintese protéica muscular. Assim, se evitou a perspectiva de que a via
pudesse estar mais ou menos ativada devido a maior balang¢o nitrogenado, pois, 0
intuito do trabalho € avaliar o efeito isolado da leucina.

Ja os grupos T3E, T48E e T72E receberam gavagem de agua, com a
finalidade de que o estresse da gavagem fosse igual para todos os grupos, exceto o
controle.

PAULA, T. D.
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Tabela 2: Composicao de aminoacidos da gavagem de aminoacidos nao essenciais.

Quantidade de aminoacido na solugio

controle
Aminoacido Peso Molecular (kDa) (g/L) (%)
Alanina 89,9 3,11 1,68
Asparagina 132,12 4,24 2,29
Glutamina 1464 3,83 2,07
Glicina 75,07 3,73 2,01
Prolina 115,13 2,43 1,31

Todos os aminoacidos foram fornecidos pela empresa Ajinomoto
Interamericana Industria e Comércio Ltda. (Sao Paulo, Brasil). O grau de pureza dos
aminodcidos foi 100,0 % (98,5 % a 101,0 %) para a leucina, 100,6 % para alanina,
99,8 % para acido aspartico e 100,1 % para glicina, para prolina € para glutamina,
segundo certificado de analise de cada lote, o qual considera como limite inferior o

valor de 98,5 % e 101,0 % como limite superior.

4.1.5 Protocolo de exercicio

Os animais passaram por um periodo de adaptagdo ao exercicio de duas
semanas. A primeira semana foi um periodo de adaptagdo ao gaioleiro e ao biotério;
na segunda semana, os animais foram submetidos a um programa de adaptagéo ao
exercicio fisico: 10 minutos ao dia, por 4 dias a velocidade de 5 -10 m/minuto. No
quinto dia, os animais correram a velocidade de 20 m/minuto por cerca de 50
minutos, a 70% do VO, maximo, como proposto por Rosa Neto e colaboradores

(2009). Ao se completar os 50 minutos, houve o incremento de 1 m/minuto a cada

PAULA, T. D.
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minuto até a exaustao, definida como o momento em que os animais foram

incapazes de caminhar na esteira.
4.1.6 Desenho experimental

Depois de aplicado o protocolo de exercicio, no tempo 0 (T0), os animais
tiveram o periodo de uma hora e trinta minutos para alimentacdo, (dessa forma,
diminuimos a chance dos aminoacidos serem oxidados em virtude do jejum
notourno de 8 horas) recebendo racao e agua ad libitum antes da gavagem oral e

até o momento do sacrificio (T3, T48 e T72).

T0 1h30 T3 T48 172

2 semanas
adaptacio S P
. B i !
v 4

v v
£ 7
T3L T48L T72L
L_J Exercicio
‘y Gavagem
\:, Eutanasia

Figura 1. Desenho experimental
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4.1.7 Eutanasia

Os animais foram anestesiadas com 1 mL de coquetel para roedores (via
subcutanea) (1/1/0, 4/1, 6 v/v) de cloridrato de xilazina (20 mg/mL), cloridrato de
quetamina (100 mg/mL), acepromazina (20 mg/mL) e agua destilada, aplicado por
meio de seringa com capacidade para 1 mL com agulha 20-G. Posteriormente, foram
eutanasiados por decapitagdo, utilizando-se guilhotina. Este procedimento foi
realizado de forma muito rapida, visando minimizar qualquer tipo de sofrimento ou
estresse dos animais.

O sangue foi, entdo, centrifugado [(Jouan BR4i) 4 °C, 3.000 rpm, 15
minutos], e o soro coletado foi mantido em microtubos no gelo até o final da
eutanasia e, posteriormente, as amostras foram aliquotadas e acondicionadas em
freezer (-80 °C) para as determinagbes séricas de creatina quinase, lactato
desidrogenase, IL-6, IL-10, MCP-1e TNF-a. As carcagas foram descartadas.

Em seguida, os animais tiveram os musculos sbéleo e gastrocnémio, de
ambas as patas, rapidamente dissecados e pesados em balanga analitica com
precisdo de 0,0001g (Ohaus). Sendo o gastrocnémio um musculo misto, composto
de fibras oxidativas e glicoliticas, as amostras do mesmo foram coletadas,
arbitrariamente, de uma porg¢ao visualmente mais clara, para fins de padronizacéo.
As amostras de musculo da pata direita foram imersas em nitrogénio liquido e,
posteriormente a eutanasia, homogeneizadas em tampéao de extragdo de proteinas
com o auxilio de um homogeneizador elétrico (lka T10 basic), sendo o material
soluvel aliqguotado e armazenado em freezer (-80 °C) para a quantificagdo da
expressdo e da fosforilagdo das proteinas de interesse por Western Blotting. O
musculo da pata esquerda e o figado foram armazenados em tubos de criogenia e
acondicionados em freezer (-80 °C) para futuras analises. Cabe ressaltar que, entre
a eutanasia e o congelamento dos tecidos de cada animal, transcorreram-se cerca
de 5 minutos.

PAULA, T. D.
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4.2 ANALISES

4.2.1 Marcadores séricos

4.2.1.1 Creatina quinase

Para a determinagcédo da concentracdo sérica da creatina quinase total,
utilizou-se kit comercial (LabTest — CK-NAC Liqueform). A atividade da enzima foi

determinada de acordo com a seguinte sequéncia de reagdes:

Creatina fosfato + ADP Creatina + ATP

HK

ATP + Glicose —— ADP + Glicose-6-fosfato

G-6-PDH
Glicose-6-fosfato + NADP — 6-PG + NADPH

A creatina quinase catalisa a desfosforilagdo da creatina fosfato para
produzir adenosina trifosfato (ATP), a qual reage com a glicose na presenca da
hexoquinase (HK) formando glicose-6-fosfato. A glicose-6-fosfato, na presenca da
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH), € oxidada a 6-fosfogluconato (6-PG) e
reduz o NADP a NADPH. A velocidade de incremento na absorbancia em 340 nm é

proporcional a atividade da CK na amostra.

O procedimento seguiu a indicagdo do fabricante e a leitura da
absorbéncia do produto foi feita em espectrofotdmetro [CB 1500 (Varian) - Water

PAULA, T. D.
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Peltier System]. O aparelho foi previamente zerado com um branco e a concentragao
de creatina quinase foi calculada a partir dos resultados de absorbancia dos testes e

do padrao segundo a formula:

i

AA/minuto Teste= (A2 —Aq¢) /2

AA/minuto Calibrador = (A; —Aq) / 2

Atividade da CK (U/L) = (AA/minuto Teste / AA/minuto Calibrador) X CCal

O fabricante recomenda que a medig¢édo seja linear ateé 2000 U/L, e que,
para valores superiores, faz-se necessario diluir a amostra em NaCl 150 mmol
(0,85%). Como os resultados obtidos na primeira leitura foram superiores ao valor
acima recomendado, as amostras foram diluidas 50 vezes e, posteriormente,
realizou-se uma segunda leitura e os resultados obtidos foram multiplicados pelo
fator de diluicao: 50.

Os testes para determinacdo da creatina quinase foram realizados em

quadruplicata.

4.2.1.2 Citocinas

As dosagens foram realizadas pelo método imunoensaio multiplex,
utilizando kit rat serum citokine panel RCYTO-80K, para dosagem simultanea de
TNF-a, IL-6, IL-10 e MCP-1. As determinagbes foram feitas em equipamento
automatico Merck-milipore 200.

Os kits Merck-Millipore utilizam a tecnologia Multiplex Analyte Profiling
(xMAP™)  que compreende processo de coloracdo interna de microesferas de

poliestireno com dois fluorocromos espectrais distintos. Utilizando uma proporg¢éao
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precisa destes dois fluorocromos, foram criados conjuntos de esferas, cada um com
sua individualizagao baseada em um cddigo de cor. Cada esfera é conjugada a um
anticorpo analito-especifico. Utiliza-se entdo um anticorpo de deteccgao biotinilado
que se liga ao analito especifico e o resultado final € amplificado através de
incubag¢ao com conjugado repérter estreptavidina-ficoeritrina. As microesferas foram
lidas no equipamento Merck-milipore 200, através de sistema duplo de /asers que
incide sobre as microesferas, a medida que estas fluem através do fluxo celular. Um
feixe de laser detecta a microesfera (com um cddigo de cor especifico para o
ensaio), enquanto o outro /aser quantifica o sinal de repdrter em cada microesfera.

As dosagens foram realizadas nas dependéncias do Instituto Génese de
Analises Cientificas, da empresa Génese Produtos Farmacéuticos e Diagnosticos Ltda
(Sao Paulo - SP).

4.2.1 Parametros teciduais

4.2.1.1 Determinacdo da concentragao de proteinas teciduais no misculo
esqulético

A concentragado de proteinas totais no musculo esquelético de ambas as
etapas dos animais participantes foi determinada através de um kit comercial (BCA
Protein Assay kit - Pierce) que forneceu os reagentes para o ensaio, no qual, seguiu-

se protocolo recomendado pelo fabricante.

4.2.2 Western Blotting

4.2.2.1 Extracao de proteinas

PAULA, T. D.



32

Inicialmente, o musculo soéleo dissecado foi pesado e imerso em
nitrogénio liquido por cerca de dez segundos. Posteriormente, foi mantido em tubos
criogénicos até a extracgao.

A extracao da proteina foi realizada através da utilizacdo do kit NE-PER
(Pierce Chenical), para extragao das fragdes citoplasmaticas e nucleares.

Para essa extragdo os tecidos foram alicotados em amostras de
aproximadamente 20g, que foram lavadas com PBS e centrifugadas a 500 X g por 5
minutos. Depois disso, o sobrenadante foi removido e o tecido foi homogenizado
com o primeiro reagente do kit (CERI) seguindo os volumes indicados pela bula.

Depois de homogeneizado o tecido foi agitado por 15 segundos,
incubamos e m gelo por 10 minutos e adicionamos o segundo reagente do kit
(CERII). Novamente a amostra foi agitada, incubada em gelo e centrifugada — Jouan
BR4i — por 5 minutos, a 4°C e 16000 X g. Logo apo6s esse processo, se retirou o
sobrenadante que corresponde a fragéo citoplasmatica.

O pellet contendo a fragédo nuclear foi suspendido com o terceiro reagente
do kit (NER) e para extracao da fragao nuclear, a amostra passou por mais 4 etapas
de agitagdo e incubacdo no gelo, uma a cada 10 minutos. Isso feito, a amostra foi
centrifugada novamente, "a 4°C e 16000 X g. O sobrenadante com a fragdo nuclear

foi retirado e armazenado a -80°C.

4.2.2.2 Preparo do gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado segundo protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989) e Harlow e Lane (1988), descrito sucintamente a seguir.
Foram preparados géis em bicamada, sendo a camada superior (gel de
empacotamento) constituida de acrilamida a 5 %, 125 mM Tris (pH 6,8), 0,1 % SDS,
0,1 % persulfato de aménia e 0,1 % TEMED. Os géis inferiores (resolutivos) foram
preparados com poliacrilamida nas concentragdes de 7,5 e 10 %, 380 mM Tris (pH
8,8), 0,1 % persulfato de aménia e 0,077 % TEMED.
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4.2.2.3 Preparo de lisado de proteinas para SDS-PAGE e “Western blotting”

As amostras foram combinadas com tampao de amostra contendo 240
mM Tris, (pH 6,8), 40 % glicerol, 0,8 % SDS, 200 mM beta-mercaptoetanol e 0,02 %
azul de bromofenol. Amostras contendo 25 ug de proteina foram submetidas a
eletroforese no gel de poliacrilamida, inicialmente a 60 V. Uma vez que as proteinas
atravessaram o gel de empilhamento, a voltagem foi aumentada para 120 V, sendo

mantida até o final da corrida

4.2.2.4 Transferéncia de proteinas do gel para a membrana (nitrocelulose)

O gel contendo as proteinas fracionadas por eletroforese foi incubado por
10 min em tampéao de transferéncia (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 % SDS ,
20 % metanol, pH 8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi hidratada e,
entdo, incubada em tampao de transferéncia. Um "sanduiche" foi montado na
seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel filtro de 3 mm, gel, membrana, 2 folhas
de papel de filtro de 3 mm (Whatman) e esponja. A transferéncia de proteinas do gel
para a membrana foi realizada em cuba de eletroforese, na presenca de tampéao de
transferéncia, sob corrente de 25 V, por 90 minutos. A eficiéncia da transferéncia foi
verificada corando-se a membrana, por 5 min, com corante Ponceau (1 % ponceau,
1 % acido acético), seguida de lavagem com PBST [8 % NaCl, 0,2 % KCI, 0,2 %
KH2(PO)4, 1,15 % NazH(PO)4, 0,5 % TweenOmM.].

4.2.2.5 Sondagens das proteinas com anticorpos

Os sitios sem proteinas das membranas foram bloqueados com proteinas

de albumina bovina a 5 %, em tampéao PBST, por 60 minutos, sob agitagdo. O
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anticorpo especifico para cada proteina de interesse foi diluido [1: 250 para NF-kB,
IKKB, IkBa, phospho-NF-kB, phospho-IKKB (ser177), phospho-IKBa (ser32),
phospho-p70 S6K(Thr389) e; 1:1000 para, phospho-mTOR(Ser2448), phospho-4E-
BP1(Thr70), mTOR , p70 S6K e 4E-BP1] em PBST e utilizado para a incubagéo das
membranas overnight sob agitagdo em geladeira a 4 °C. Posteriormente, a
membrana foi lavada 3 vezes, por 5 min, com PBST e incubada com anticorpo anti-
IgG de coelho, conjugado com peroxidase de raiz forte, diluido 1:3000 em PBST, por
1h, sob agitacdo em geladeira. A membrana foi lavada 3 vezes, por 5 min, com
agitacéo.

4.2.2.6 Revelagcao com sistema Quimioluminescente

A solucao de revelagéo foi preparada pela mistura de volumes iguais dos
reagentes 1 e 2 do kit ECL Advance (GE Healthcare) composto por luminol, fenol e
peroxido de hidrogénio e a mistura foi utilizada para umedecer as membranas. Os
blots foram visualizados por um sistema de bicimagem ImageQuant™ 400 (GE
Healthcare) que capturou imagens por 7 minutos e analisados por um soffware
ImageQuant TL (GE Healthcare).

4.2.2.7 Quantificagado do blotting

Para quantificar os blottings da expresséo e fosforilagdo das proteinas
IKKB, IKBa, mTOR, S6k1, 4E-BP1 e o normalizador B-actina da fragédo
citoplasmatica do musculo s6leo, a quantidade de pixel da proteina em questao foi
dividida pela quantidade de pixel do normalizador e esta razéo foi dividida pela maior
razdo encontrada entre as amostras. PCNA, que foi utilizada para correcbes de

possiveis erros de pipetagem.

PAULA, T. D.
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados estdo expressos como média * desvio- padrdo. Para
a checagem da distribuicéo dos resultados, o teste de Hartley foi aplicado, obtendo-
se como resultado um valor de p > 0,05. Em seguida, se aplicou anova-one-way ou
anova fatorial para identificacao dos contrastes significantes e o pés teste de Tukey.
A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad Prism versao
4.0 (GraphPad Software, Inc). Em todas as andlises um valor p < 0,05 foi adotado

como significativo.

PAULA, T. D.
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6. RESULTADOS

6.1 Parametros biométricos

6.1.1 Massa corporal dos animais

Os animais foram distribuidos entre os grupos por conveniéncia e pela
massa corporal, a qual foi aferida no dia em que aplicamos o exercicio até a

exaustao.

Tabela 3. Massa corporal dos animais

Grupo Peso (g9) P
CON 290,056 + 6,52
TE 282,78 + 35,48 0,54
TA 29540 £ 20,85
TL 291,98 + 25,06

Resultados s&o expressos como medias + desvio-padrdo. CON.. animais ndo exercitados e néo
suplementados (n=6); TE: animais exercitados e ndo suplementados (n=9); TA: animais exercitados e
suplementados com solu¢do de mistura de aminoacidos ndo essenciais (n=15); TL: animais
exercitados e suplementados com solu¢do de leucina (n=18).

6.1.2 Tempo de exaustao

Como podemos verificar na tabela 4, o tempo de exaustdo entre os

animais exercitados foi semelhante.
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Tabela 4. Tempo de exaustao dos animais exercitados

Grupo Tempo de exaustao (min) P
TE 59,29 + 11,22
TA 57,29 + 564 0,70
TL 58,68 + 3,33

Resultados sdo expressos como médias * desvio-padrdo. TE: animais exercitados e néo
suplementados (n=9) TA: animais exercitados e suplementados com solu¢cdo de mistura de
aminodacidos ndo essenciais (n=15); TL: animais exercitados e suplementados com solucéo de
leucina (n=18).

6.1.3 Consumo de racao

Apds a sessao aguda de exercicio, 0os animais foram devolvidos as
caixas, dois a dois, sendo que o consumo de ragao durante o periodo de uma hora e
trinta minutos anterior a suplementacgao foi medido. A partir da tabela 5, verificamos

que o consumo entre 0os grupos exercitados tambéem foi semelhante.

Tabela 5. Consumo de ragédo dos animais dos grupos que receberam gavagem

Grupo Consumo de racéo (g) P
TE 7,07 + 248
TA 759 = 3,11 082
TL 6,93 + 2,57

Resultados s&o expressos como médias + desvio-padréo. TE: animais exercitados e que receberam
gavagem de agua (n=9) TA: animais exercitados que receberam gavagem de solugédo de mistura de
aminoacidos ndo essenciais (n=15); TL: animais exercitados que receberam gavagem de solugdo de
leucina (n=18).
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6.2 Marcadores séricos

6.2.1 Atividade da creatina quinase

Comparando os animais exercitados aos animais controle (ndo
exercitados e ndo suplementados), observamos aumento de cerca de 10.000 vezes
da atividade da enzima creatina quinase nos grupos T3A e T3E comparado a ao
controle (figura 4).
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Figura 4: Atividade de creatina quinase no soro dos animais experimentais.

Resultados s&o expressos como meédias £ desvio-padrdo. Contrastes foram calculados por anova-
one-way considerando p<0,05. # marca a diferenga entre T3A e T3L e * a diferenga entre o controle e
0s demais grupos.

CON: grupo nao suplementado e nado exercitado; T3A: grupo exercitado, suplementado com solugdo
de mistura de aminoéacidos n&o essenciais e eutanasiado 3 horas apés o término do exercicio; T3L:
grupo exercitado, suplementado com solugéo de leucina e eutanasiado 3 horas apés o término do
exercicio; T48A:. grupo exercitado, suplementado com solugdo de mistura de aminodacidos nao
essenciais e eutanasiado 48 horas apdés o término do exercicio; T48L: grupo exercitado,
suplementado com solug@o de leucina e eutanasiado 48 horas apos o término do exercicio; T72A:
grupo exercitado, suplementado com solugdo de mistura de aminoacidos ndo essenciais e
eutanasiado 72 horas apds o término do exercicio; T72L: grupo exercitado, suplementado com
solugéo de leucina e eutanasiado 72 horas ap6s o término do exercicio.
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Entre os grupos T3A e T3L, verificamos que nos animais suplementados
com leucina, a concentragdo sérica dessa enzima foi 45 % menor em relagao aos
animais suplementados com mistura de aminoacidos ndo essenciais, como
podemos observar na figura acima.

Ja nos tempos 48 e 72 horas apds exercicio, nao houve diferenca entre
as suplementacdes.

Com relagdo as dosagens de IL-6, MCP-1, IL-10 e TNF-a foi possivel a
inclusdao dos grupos T3E, T48E e T72E para que pudéssemos avaliar ndo sé as
suplementacdes, mas também o efeito isolado do exercicio nos marcadores

avaliados; no entanto o mesmo nao foi significativo.
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6.2.2 Concentragao sérica de IL-6

Os resultados de IL-6 foram bastante heterogéneos entre os grupos,
apesar disso, os grupos T48L, T72E, T72A, T72L nao mostraram diferenca

significativa em relagéo ao grupo controle.
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Figura 5: Concentragao sérica de IL-6 dos animais experimentais.

Resultados s&o expressos como médias + desvio-padréo. Contrastes foram calculados por anova-
one-way considerando p<0,05. * marca a diferenc¢a entre os grupos.

CON: grupo nédo suplementado e néo exercitado; T3E: grupo exercitado que n&o recebeu
suplementacdo e eutanasiado 3 hcras apdés o término do exercicio; T3A: grupo exercitado,
suplementado com solug¢éo de mistura de aminoacidos ndo essenciais e eutanasiado 3 horas apés o
termino do exercicio; T3L: grupo exercitado, suplementado com solugéo de leucina e eutanasiado 3
horas ap6s o término do exercicio; T48E. grupo exercitado que n&o recebeu suplementagéo e
eutanasiado 48 horas apds o término do exercicio; T48A: grupo exercitado, suplementado com
solugdo de mistura de aminoacidos nao essenciais e eutanasiado 48 horas apés o término do
exercicio; T48L: grupo exercitado, suplementado com solugéo de leucina e eutanasiado 48 horas
apds o término do exercicio; T72E: grupo exercitado que n&o recebeu suplementacio e eutanasiado
72 horas ap6s o término do exercicio; T72A: grupo exercitado, suplementado com solugéo de mistura
de aminoacidos n&o essenciais e eutanasiado 72 horas apds o término do exercicio; T72L: grupo
exercitado, suplementado com solugdo de leucina e eutanasiado 72 horas apos o término do
exercicio.
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6.2.3 Concentragao sérica de IL-10 e TNF-a

Ambos os marcadores tiveram concentracbes abaixo da sensibilidade

captada pelo aparelho.

6.2.4 Concentragao sérica de MCP-1
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Figura 6: Concentracao sérica de MCP-1 dos animais experimentais.

Resultados s@o expressos como médias + desvio-padrdo. Contrastes foram calculados por anova-
one-way considerando p<0,05.

CON: grupo nao suplementado e n&o exercitado, T3E: grupo exercitado que ndo recebeu
suplementacdo e eutanasiado 3 horas apds o término do exercicio; T3A: grupo exercitado,
suplementado com solugdo de mistura de aminoacidos nao essenciais e eutanasiado 3 horas apés o
término do exercicio; T3L: grupo exercitado, suplementado com solu¢ao de leucina e eutanasiado 3
horas ap6s o término do exercicio, T48E: grupo exercitado que n&o recebeu suplementagdo e
eutanasiado 48 horas apds o término do exercicio; T48A: grupc exercitado, suplementado com
solugdo de mistura de aminoacidos ndo essenciais e eutanasiado 48 horas apéds o término do
exercicio; T48L: grupo exercitado, suplementado com solugcdo de leucina e eutanasiado 48 horas
apos o término do exercicio; T72E: grupo exercitado que ndo recebeu suplementacéo e eutanasiado
72 horas ap6s o término do exercicio; T72A: grupo exercitado, suplementado com solu¢do de mistura
de aminoacidos néc essenciais e eutanasiado 72 horas apods o término do exercicio; T72L: grupo
exercitado, suplementado com solugdo de leucina e eutanasiado 72 horas apés o término do
exercicio.
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Com relagao a MCP-1 nao houve diferenga significativa entre os grupos,
porém, apresentou um padrao de resultados semelhante ao encontrado na avaliagao

da fragdo nuclear do NF-kB (figura 7).

6.3 Parametros teciduais

6.3.1 Western Blotting

A fosforilagao da fragcdo nuclear do NF-kB apresenta graficamente na
figura 7, mostra uma tendéncia em ser menor nos grupos suplementados com
leucina. Acreditamos que nao houve diferencia estatistica entre os grupos devido ao

desvio padrao dos resultados encontrados através da quantificagdo dos bloftings.
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Figura 7: Fosforilacao do NF-kB da fragao nuclear do musculo séleo

Resultados s&o expressos como médias * desvio-padrao. Contrastes foram calculados por anova-
one-way considerando p<0,05.

CON: grupo nao suplementado e ndo exercitado; T3A: grupo exercitado, suplementado com solugéo
de mistura de aminoacidos n&o essenciais e eutanasiado 3 horas apds o término do exercicio; T3L:
grupo exercitado, suplementado com solu¢&o de leucina e eutanasiado 3 horas apés o término do
exercicio; T48A. grupo exercitado, suplementado com solugdo de mistura de aminoacidos nao
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essenciais e eutanasiado 48 horas apdés o término do exercicio; T48L: grupo exercitado,
suplementado com solugéo de leucina e eutanasiado 48 horas apds o término do exercicio; T72A:
grupo exercitado, suplementado com solucdo de mistura de aminoacidos ndo essenciais e
eutanasiado 72 horas apos o término do exercicio; T72L: grupo exercitado, suplementado com
solugcdo de leucina e eutanasiado 72 horas apds o término do exercicio.

Im . “*““-—»-*I

T72L T48L T3L T72A T48A  T3A controle
interno

Figura 8: Blotting representatido da fosforilagdo do NF-kB da fracao nuclear do

musculo séleo.
Nao houve diferenga significativa na expressédo e na fosforilagdo, nas
fragcbes citoplasmaticas, das proteinas avaliadas nos grupos T3A, T3L, T48A, T48L,

T72A e T72L como mostram as tabelas 6, 7 e 8, respectivamente.

Tabela 7. Expresséao das proteinas avaliadas nos grupos T3A e T3L

Proteinas (U/A) T3A n T3L n p
p-MTOR 0,35+0,06 3 0,52+0,16 3 0,38
p-4EBP1 0,43+0,05 3 0,66+0,21 3 0,32
p-kB 0,40+0,04 5 0,39+0,09 5 0,93
p-IKK 0,44+0,15 4 0,50+0,11 3 0,75
S6 0,31+0,09 5 0,61+0,13 6 0.10
4EBP1 0,28+0,12 4 0,74+0,28 6 0,23
kB 0,39+0,09 5 1,13+0,82 6 044
IKK 0,36+0,12 5 0,61x0,21 6 0,35

Resultados sdo expressos como médias + desvio-padrdo. Contrastes foram calculados por teste £ ndo
pareado, considerando p<0,05.

Para avaliar um possivel efeito residual da suplementagdo com leucina,
também foram avaliados os tempos 48 e 72 horas apés o término da sessdo de

exercicio.



Tabela 8. Expressao das proteinas avaliadas nos grupos T48A e T48L
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Proteinas (U/A) T48A n T48L n P
p-4EBP1 0,36+0,07 6 0,4410,14 4 0,62
p-IkB 0,51+0,12 6 0,5910,20 4 0,7
p-IKK 0,16+0,02 5 0,4510,28 3 0,21
S6 0,32+0,10 6 0,54+0,08 6 0,12
4EBP1 0,1810,05 6 0,4210,10 6 0,05*
IkB 0,32+0,10 6 0,47+0,21 6 0,52
IKK 0,28+0,09 6 0,38+0,07 6 0,38

Resultados s&o expressos como médias + desvio-padréo. Contrastes foram calculados por teste f ndo

pareado, considerando p<0,05.

Tabela 9. Expresséao das proteinas avaliadas nos grupos T72A e T72L

Proteinas (U/A) T72A n T72L n p
p-4EBP1 0,3110,04 4 0,34+0,09 3 0,74
S6 0,33+0,16 3 0,46+0,22 5 0,69
4EBP1 0,4810,25 3 0,33+0,17 5 0,64
IKK 0,37+0,20 3 0,4210,18 5 0,86

Resultados s&o expressos como médias + desvio-padrédo. Contrastes foram calculados por teste ¢ ndo

pareado, considerando p<0,05.
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6. Discussao

Ja estd bem descrito na literatura que o exercicio excéntrico e o
exercicio aerobio prolongado configuram-se como 0os maiores causadores de lesao
muscular (Appell et al., 1992; Clarkson et al., 1992; Feasson et al., 2002). Dentre os
marcadores mais utilizados para diagnéstico de lesdo muscular, esta a atividade da
enzima creatina quinase, que se encontra em altas concentragbes séricas em
presenca de danos celulares. Dado que verificamos, em nosso estudo, valores de
atividade sérica de creatina quinase 100 vezes superiores as do grupo de animais
ndo exercitados — como ja observado previamente por Marqueste et al 2008 —,
concluimos que o protocolo utilizado foi capaz de produzir lesdo muscular.

Entretanto, em experimento realizado por Gondin e colaboradores
(2011), no qual o musculo gastrocnémio de 6 ratos Wisfar machos foram
estimulados por correntelétrica, se obteve resultado diferente do observado no
presente trabalho, uma vez que, em 72 horas apés exercicio, a atividade da creatina
quinase observada foi de aproximadamente 25 vezes maior do que grupo controle.

Até o momento, desconhecemos as causas dessas diferencgas.

Na literatura cientifica, ja estda bem estabelecido o efeito da
suplementagdo com aminoacidos essenciais sobre o aumento da sintese de
proteinas, e sobre a redugéo da protedlise e de marcadores de lesdo muscular, caso
da atividade sérica da enzima creatina quinase (Brancaccio, Maffulli e Limongelli,
2007). Trabalhos similares que, entretanto, avaliam os efeitos da suplementagéo de
BCAA (Coombes e McNaughton, 2000; Cheung, Hume e Maxwell, 2003) e de
leucina isolada (Norton e Layman, 2006) ja demonstraram efeitos semelhantes. A
leucina, por ter um papel importante no mecanismo de sintese protéica através da

ativagao da via da mTOR, se tornou alvo de grande discussdo no meio académico.

Nesse sentido, Matsumo e colaboradores (2009), supuseram que a
menor atividade da creatina quinase verificada nos animais suplementados com
leucina poderia ser fruto de possivel redugdo na fluidez das membranas celulares

dos mibcitos apds o estresse provocado pela atividade fisica exaustiva, bem como
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do aumento da sintese e diminuigéo da protedlise muscular. Baseado nos resultados
de sintese e degradacao proteica previamente observados, avaliamos, em nosso
estudo, a expressdo e a fosforilacdo das proteinas, IKKB, IKBa, mTOR, S6k1, 4E-
BP1 e fosforilagdo do NF-kB nuclear no musculo séleo dos animais submetidos ao
protocolo de exercicio, ndo havendo, entretanto, alteragdo significativa desses

marcadores.

Em nosso estudo eutanasiamos os animais dos grupos T3E, T3A e T3L,
90 minutos ap6s a gavagem para avaliagdo da expresséao e fosforilagdo dos alvos
moleculares citados acima, no pico de ativacao da via da mTOR, como foi feito por
Norton e colaboradores (2009). Segundo os autores a ativagdo da via se inicia 45
minutos apds a suplementagéao e volta ao basal 3 horas depois. Porém, se tratando
de um modelo experimental diferente, as mesmas proteinas foram avaliadas 48 e 72
horas ap6s o exercicio, afim de se encontrar algum efeito residual da suplementagao

com leucina sobre as mesmas, mas nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

Apesar da auséncia de diferengas estatisticamente significantes, clara
esta a tendéncia para a reduc¢do da fosforilagdo de NF-kB no nucleo dos midcitos em
resposta a suplementagao com leucina, denotando o potencial deste aminoacido na
reducao do estimulo inflamatério e proteolitico. Resultado contraditorio foi
encontrado in vitro por Wheichhart e colaboradores (2008), ao verificarem que a
fosforilagdo da mTOR modula a atividade do p65, diminuindo dessa forma, a
ativacdo do NF-kB (Thomson, Turnquist e Raimondi, 2009). No entanto, em nosso
experimento ndo ha correlagdo da fosforilagdo da mTOR com a fosforilagdo do NF-

kB nuclear.

Especulamos entdo, que a redugao do estresse oxidativo induzido pelo
exercicio possa estar relacionada com os possiveis efeitos da leucina nesse
contexto e que um aumento da fluidez da membrana pode estar atrelado ao
aumento do fornecimento de HMB (B-hidroxi B-metilbutirato). Esse metabdlito da
leucina da origem ao B-hidroxi-B-metilglutaril (HMG-CoA) que, por desidratacdo se
transforma em, acido metilcrotenoico (MCA) ou por carboxilagdo direta em HMG-
CoA, atuando, assim, como um doador de carbono para a sintese de colesterol,
utilizado para manutengdo das membranas plasmaticas dos miécitos (Rogero e
Tirapegui, 2008; 2006).
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Nesse contexto, o estudo de Someren, Edwards e Howatson (2005)
avaliou a atividade da creatina quinase, entre outros marcadores de leséo, em 8
homens n&o treinados que foram submetidos a uma sesséo de exercicio excéntrico
— 3 séries com 10 repeticbes a 70% de 1 repeticdo maxima, com o intervalo de 4
minutos entre cada série — e receberam 3 g de HMB junto com 0,3 g de KIC (outro
metabdlito da leucina), divididos em 3 doses diarias durante 14 dias. A conclusado do
estudo foi que a suplementagdo com HMB foi capaz de reduzir esse marcador. Os
autores associam a redugao da creatina quinase a maior fluidez da membrana
celular provocada pelo aumento da producgéo de colesterol intracelular, através do
metabolismo do HMG-CoA, mas assim como em nosso trabalho, ndo existem
evidéncias diretas que possibilitem fazermos esta afirmagédo. Embora os desenhos
experimentais sejam diferentes, em ambos os estudos fica claro que houver lesédo
muscular induzida pelo exercicio e que a suplementagao foi capaz de reverter esse

quadro.

Como citado anteriormente, acreditamos que a reducgéo da atividade de
creatina quinase no grupo T3L também pode ser originada pela acdo da leucina na
reducdo do estresse oxidativo. Segundo Rogero e colaboradores (2006; 2008), os
BCAA podem atuar como precursores da sintese de glutamina no tecido muscular,
pois, esses aminoacidos fornecem grupamentos amino em reagdes de
transaminacgao, as quais acarretam na formagao de glutamato que, posteriormente
participa da sintese de glutamina e muitos trabalhos que mostram que a
suplementacao com glutamina diminui marcadores de estresse oxidativo (Cruzat et
al 2009). Entretanto, para comprovacgao dessa hipdtese e da que envolve alteragdes

na fluidez da membrana plasmatica, mais estudos s&o necessarios.

Cabe ressaltar que o padrao dos resultados obtidos da fosforilagdo do
NF-kB é semelhante ao encontrado nas determinagées de MCP-1, demonstrando a
influéncia desse fator transcricional sobre proteinas que contribuem para o aumento

da inflamacao.

Garcia e colaboradores (2011) verificaram que a MCP-1 se mostrou
elevada apds exercicio em estudo realizado com 15 mulheres sedentarias
submetidas a 1 hora de exercicio fisico realizado em bicicleta ergométrica a 70% do

VO, maximo, (intensidade semelhante a aplicada ao nossos animais). Amostras de
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sangue foram coletadas antes e imediatamente apds o exercicio. Assim como em
nosso experimento a IL-6, ndo apresentou alteragédo significativa no periodo pés

exercicio, 0 mesmo ocorreu com os outros marcadores avaliados no estudo.

N&o encontramos trabalhos comparaveis aos nossos resultados com
relacdo a IL-6. Em nosso experimento, a concentracéo de IL-6 nos animais treinados
foi inferior a encontrada no grupo controle. Contrariamente Pedersen e Febbraio
(2008) mostraram aumento dessa interleucina durante a atividade fisica, seguido

também do aumento de IL-10.
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7. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos especulamos que a concentragéo sérica da
enzima creatina quinase foi menor nos animais suplementados com leucina 3 horas
apo6s o exercicio por 2 razdes principais. A primeira delas é pelo aumento de um
metabolito deste aminoacido, denominado B-metil B-hidroxibutirato (HMB), que é
precursor de colesterol e pode ser incorporado as membranas e consequentemente

aumentar a fluidez dessa membrana e diminuir a necrose.

A segunda razédo é que a atividade da enzima creatina quinase foi
atenuada pela suplementacdo com leucina, nos grupos T3A e T3L, por diminuir o
estresse oxidativo induzido pelo exercicio e dessa maneira poderia diminuir o

processo de morte celular.

Por fim, a leucina poderia ter atenuado o processo de fosforilagdo do NF-
kB da fragdo nuclear. Apesar de nao termos diferenga estatistica entre os animais,
suplementados com leucina e suplementados com a mistura de aminoacidos nao
essenciais, os grupos T3L, T48L e T72L tenderam a ter menor fosforilagdo desse
fator nuclear. Essa mesma tendéncia parece se repetir com os resultados da

concentragéo sérica de MCP-1.

No entanto, nao tivemos ferramentas suficientes para sustentar as
hipéteses a cima. Para tanto, sera necessario avaliar outros marcadores, nesse
mesmo modelo experimental, para respondermos as questdes levantadas pelo
presente estudo e o entendimento do processo de lesdo muscular apds o exercicio

fisico agudo nao habitual.
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ANEXO 1: Aprovacao do Comité de Etica



UNIVERSIDADE DE SAOPAULO ¢ T

FACULDADE DE ClE.NClAS FARMACEUTICAS
~ Comissao de Etu:a em Expenmentaqao Animal

Oficio CEEA/FCF/112/2009 -

CERTIFICADO

Certiﬁcahios qué o Projetb ‘;Efeito da supleméntagéo com leucina ho '
reparo do dano celular mduzudo por exercicio agudo em ratos
adultos” (Protocolo ne 254) de responsabmdade da pesqunsadora
Tatyana Dias de Paula s,ob» a ortentag_:ao. do Prof. Dr. Julio Orlando
Tirapegui Toledo, estd de acordd-fcf:om'_'os Principios. Eticos na
Experimentagdo Animal adqfadd pela Sodedade Brasileifa de Ciéncia
em Animgi; de Léboratério - SBCA_L/COB_EA é-foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experiméntagéo_ Animal = CEEA desta

Faculdadé; em 9 de novem,brd de 2009.

Sao Paulo, 10 de novembro de 2009.

: Profa. Dra, ngla Ferretra Gomes
PreSIdente da Comissdo 'de Etica em Expenmentagao Animal
- CEEA/FCF/USP

Av. Prof. LmeuPrates 530 - Bloco 13 A Cuiadeuwv«sﬁﬂa - CEP 05508-900 - SaoPaulo sSpP -
) ‘Fone: (11) 3091-3677 / Fax: (11) 3813-6083 -e-mail: wtrigo@usp.br
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