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RESUMO

O aminodcido leucina é conhecido por ativar a via de sintese protéica muscular. Pesquisas
recentes relatam alteragdes moleculares de proteinas envolvidas na via de sintese protéica apds
sessoes agudas de exercicio. No entanto, o efeito da leucina associada ao treinamento aerébio foi
pouco investigado. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o papel da
suplementagdo cronica com leucina, durante um programa de exercicio aerébio, sobre proteinas
sinalizadoras da via de sensibilidade a insulina e sintese protéica em musculo esquelético e figado
de camundongos adultos. Os animais foram divididos em 4 grupos: controle (C), controle
suplementado com leucina (CS), grupo de natacdo treinado (T) e grupo de natag¢do treinado
suplementado com leucina (TS). Apds 12 semanas de exercicio (1h30, 5 vezes/semana), 0 peso
corporal do grupo T estava menor em relacio ao outros grupos. O conteido de glicogénio
muscular e hepdtico aumentou nos grupos CS, T e TS comparados ao grupo C. Os animais
treinados (T e TS) apresentaram atividade da Cis e sensibilidade a insulina aumentada e menor
porcentagem de gordura comparado aos animais controle (C e CS). A suplementacdo aumentou
acentuadamente o teor de insulina e leucina plasmatica no CS e TS comparado ao C ¢ T. Em
musculo esquelético, a suplementacdo com leucina, apesar de aumentar a fosforilacao do IR, ndo
alterou o contéudo total de IR e IRS-1 e a fosforilagdo do IRS-1, no entanto, a expressdao génica,
o conteudo total da mTOR e a fosforilagao da p70S6k estavam aumentados. O treinamento aerébio
elevou o conteddo total do IR e a fosforilagdo do IR e IRS-1, entretanto, reduziu o contéudo da
p70S6k e ndo alterou o contéudo total da mTOR e fosforilagdo da p7OS6k. A associacdo dos
tratamentos elevou o conteddo total e a fosforilagdo do IR acima dos valores encontrados quando
os tratamentos foram administrados de forma individual e a fosforilagdao do IRS1 em relag¢do aos
grupos controle. Houve elevacdo da expressdo génica e conteddo total da mTOR e conteddo total
e fosforilagdo da p70S6k acima dos valores encontrados para o grupo T, porém abaixo dos valores
do grupo CS. No musculo esquelético, os resultados da associacdo dos tratamentos sugerem que a
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leucina diminuiu o efeito do exercicio aerdébio sobre a via da mTOR/p70™". No figado, a

suplementacdo com leucina aumentou o conteido de IR e IRS-1 e a fosforilagdo do IR, assim

como o conteddo total da mTOR e fosforilagdo da p70S6k

. O treinamento aerébio, apesar de ter
aumentado a fosforilagdo do IR, diminuiu o conteddo total de IR, IRS-1, mTOR e p7OS6k, assim
como, a fosforilacdo do IRS-1. Quando os tratamentos foram associados, a leucina reverteu o
efeito atenuador do exercicio sobre a via da mTOR/p7OS6k e sobre o0 IR e IRS-1. Estes resultados
indicam que a administracdo de suplementacdo cronica com leucina para camundongos adultos
durante um programa de exercicio aerébio pode ser importante por proporcionar maior ativacao
de proteinas da via de sintese protéica em musculo esquelético e figado quando comparadas a
atividade expressa somente em fun¢do do exercicio aerébio.

Palavras -chave: exercicio aerdbio, leucina, via de sinalizagcdo protéica.
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ABSTRACT

The amino acid leucine is known to activate the pathway of muscle protein synthesis. Recent
surveys have reported molecular alterations after acute exercise sections. However, the effect of
leucine associated with the aerobic training was seldom investigated. Thus, this study aimed to
evaluate the role of chronic leucine supplementation during a program of aerobic exercise on
protein signaling pathway in insulin sensitivity and protein synthesis in skeletal muscle and liver
of adult mice. The animals were divided into four groups: control (C), control supplemented with
leucine (CS), swim trained group (T) and swim-trained group supplemented with leucine (TS).
After 12 weeks of exercise (1h30, 5 times / week), body weight of group T was lower than in the
other groups. The glycogen content in muscle and liver increased in T and TS compared with
group C. Trained animals (T and TS) had increased activity of Cis, insulin sensitivity and lower
fat percentage compared to control animals (C and CS). The supplementation increased
significantly the level of plasma insulin and leucine in CS and TS compared to C and T. In
skeletal muscle, supplementation with leucine, despite increasing the phosphorylation of IR, did
not alter the total content of IR and IRS-1 and phosphorylation of IRS-1; however, gene
expression, the entire contents of mTOR and phosphorylation of p7056k were increased. Aerobic

training increased the total content of IR and phosphorylation of IR and IRS-1, however, reduced

0861( 0861( .

the content of p7 and did not alter the content of total mTOR and phosphorylation of p7
The combination treatment increased the total content and phosphorylation of IR above the
values found when the treatments were administered individually and phosphorylation of IRS-1
above the values control groups. There was an elevation of mRNA expression and mTOR total

content, and phosphorylation of p70$6k

above the values found for the T group, but below the CS
group. In skeletal muscle, the results of the association, suggest that leucine reversed the effect of
aerobic exercise on the pathway of mTOR/p7056k. In the liver, leucine supplementation increased
the content of IR and IRS-1 and phosphorylation of IR, the entire contents of phosphorylation of
mTOR and p70$6k. The aerobic training, although it increased the phosphorylation of IR,
decreased the total content of IR, IRS-1, mTOR and p7056k, as well as the phosphorylation of
IRS-1. When the treatments were associated leucine, it reversed the negative effect of exercise on
the path of mTOR/p7()36k and the IR and IRS-1. These results indicate that chronic administration
of leucine supplementation to adult mice during an aerobic exercise program may be important
for making proteins pathways more active to protein synthesis in skeletal muscle and liver when

compared to the activity expressed only in terms of aerobic exercise.

Key words: aerobic exercise, leucine, protein signaling pathway
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1 - INTRODUCAO

Um dos objetivos do treinamento aerobio € aumentar a capacidade de sustentar a demanda
de energia exigida pelo exercicio, assim como a velocidade de movimento por uma determinada
distancia ou tempo (Hawley, 2002). Para isso, € importante o aumento da capacidade aerdbia,
incluindo aumento da capacidade de manter a forca por um longo periodo, o que exige
manutencdo e/ou aumento da massa muscular, aumento da economia de energia e aumento da
expressdo de genes e proteinas relacionadas ao metabolismo mitocondrial e oxidativo (Hood,
2001; Atherton et al., 2005), como exemplo, o coativador 1 alfa do receptor que é ativado pelo
proliferador de peroxissoma (PGC-la), um importante marcador da atividade mitocondrial
(Hood, 2001; Patti et al., 2003; Barr, 2006) e a citrato sintase (Cis), uma enzima que controla o
primeiro passo do ciclo de Krebs (CK).

E sabido que o treinamento aerébio aumenta a atividade mitocondrial do miisculo
esquelético, confirmado pela maior expressdo génica do PGC1-a no musculo de ratos submetidos
ao treinamento de natacdo (Terada et al., 2002). Estudos recentes em humanos relatam aumento
da atividade da Cis apds 10 semanas de treinamento de resisténcia (Akerstrom et al., 2009), 2
semanas de treinamento intervalado (8-12 séries de 60s de corrida a 100% do pico de VO, com
75s de intervalo) (Little et al., 2010) e exercicio com deplecao de glicogénio (Hansen et al.,
2005). Em ratos idosos treinados por 3 meses em esteira houve aumento de 45% na atividade da
Cis (Reynolds 1V et al., 2004). Estes dados fornecem indicios de que alteracdes nessa varidvel
dependem do tipo de treinamento adotado, assim como do aporte nutricional consumido.

Durante o exercicio ocorre a captacdo de diversos aminoécidos pelo musculo esquelético,

com predomindncia dos aminodcidos de cadeia ramificada ou branch chain amino acids



(BCCAs): leucina, valina e isoleucina. Apds exercicio prolongado (100 km de corrida), realizado
por 11 homens treinados, foi verificada diminuicdo significativa da concentra¢do plasmética de
leucina (LEU) comparada com aos valores pré-exercicio (Decombaz et al., 1979).
Adicionalmente, a concentracao sérica de LEU também estava diminuida em homens jovens apos
225 min. de ciclismo a 50% do consumo maximo de oxigénio (VO,max) (Rennie et al., 1981) e
em cavalos (2 a 6 anos) que realizaram um exercicio aerébio de 60 km (4 h) (Trottier et al.,
2002). Baseado nesse contexto, a administracdo de suplementacdo de LEU com o objetivo de
aumentar o aporte de aminodcidos durante o exercicio parece interessante. Apesar disso, poucos
estudos relatam os efeitos da LEU sobre as variaveis PGC-1o e Cis, dois marcadores bem
estabelecidos da adaptac@o ao treinamento aerébio. Com a finalidade de verificar o efeito da
suplementagdo de aminodacidos sobre a concentragcdo da Cis, um estudo recente mostrou que esta
varidvel permaneceu inalterada ap6s administracao de uma dieta hiperprotéica (3g de proteina/kg
massa magra) durante 10 dias em humanos jovens e idosos (Walrand et al., 2008).

Quando submetido ao exercicio, o musculo esquelético é capaz de se adaptar a diferentes
demandas funcionais e as adaptacdes sdo especificas a determinados estimulos (McDonagh e
Davies, 1987). O treinamento de for¢ca induz crescimento de massa muscular esquelética,
enquanto o treinamento de resisténcia melhora a capacidade aerdbia através do aumento da
vascularizacdo, densidade mitocondrial e capacidade oxidativa (Holloszy e Booth, 1976; Hawley,
2002; Hawley et al., 2010). As adaptacdes fisiologicas e bioquimicas desses dois modelos de
exercicio sdo bem caracterizadas, entretanto, alteracdes moleculares recentemente ganharam
importancia na literatura.

Uma das vias estudadas e de grande relevancia, tanto para o desempenho méiximo como

para a manutencdo da sadde, € a via sinalizadora de sintese protéica. A maioria das pesquisas



relata alteracoes moleculares de proteinas envolvidas nesta via apos sessOes agudas de exercicio
de for¢a. No entanto, as adaptacdes impostas pelo treinamento e pelo exercicio de resisténcia sdo
pouco investigadas.

Além do exercicio, outro estimulador da via de sinalizagdo protéica sio os BCAAs:
leucina, isoleucina e valina. Ha evidéncias do papel dos BCAAs, principalmente da leucina, na
estimulagdo do crescimento celular de musculo esquelético (Rasmussen et al., 2000; Anthony et
al., 2001; Anthony at al., 2002; Volpi et al., 2003). A LEU também pode induzir a secrecdo de
insulina (Malaisse et al., 1981; Gao et al., 2003; Zawalich et al., 2004; MacDonald et al, 2005;
Filiputti et al., 2008; Filiputti et al., 2010; de Oliveira et al, 2010; Amaral et al., 2010).

O efeito da LEU sobre proteinas da via de sinaliza¢do de proteinas e secrecdo de insulina
pode contribuir com a ativagdo da sintese protéica. Baseados nessa premissa atletas envolvidos,
principalmente, em exercicios de forca, no qual o catabolismo estd aumentado, frequentemente,
consomem 0s BCAAs com o objetivo de favorecer a secre¢do de insulina e aumentar a massa
muscular. No entanto, em exercicios de resisténcia ha aumento de protedlise, fato que motivou a
investigacdo do papel da suplementacio com aminoidcido em associacdo ao exercicio de
resisténcia e ndo ao de for¢a. Portanto, levanta-se a hip6tese de que a suplementagdo com leucina,
associada ao treinamento aerébio, modula proteinas sinalizadoras da via de sintese protéica, fato
que poderia contribuir com o aumento da sinalizagdo desta via em musculo esquelético e figado

de camundongos, compensando a protedlise induzida pelo exercicio aerdbio.



1.1 - Via de sinalizacdo da insulina, sintese protéica e aminoacidos

A via de sintese protéica em musculo esquelético é modulada por diferentes estimulos,
dentre eles o exercicio (Tipton e Wolfe, 1998), os aminodcidos (Kimbal e Jefferson, 2006a;
Kimbal e Jefferson, 2006b) ¢ o hormonio insulina (Thomas e Hall, 1997).

A insulina € um hormonio anabdlico, essencial na manutencdo da homeostase de glicose e
modulagdo de vias celulares que regulam o metabolismo. Esses efeitos iniciam-se apds a célula
identificar os sinais desencadeados pela insulina. A acdo da insulina tem inicio apds a sua ligacdo
ao receptor de insulina (IR), localizado na membrana plasmatica, induzindo autofosforilacdo do
IR e, consequente fosfoforilagdo e ativagdo do substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) e
substrato-2 do receptor de insulina 1 (IRS-2) (White e Kahn, 1994). Uma vez fosforilados, o IRS-
1 e IRS-2 ativam a fosfatidinilinositol 3-quinase (PI3-K) (Folli et al., 1992). Essa interacdo entre
IRS-1 e a enzima PI3-K € essencial na regulagdo de muitos processos celulares, incluindo a agdo
metabdlica e mitogénica da insulina, como aumento da captacdo de glicose e proliferacio celular
(Shepherd et al., 1995; Czech et al., 1999). Assim sendo, os IRS-1 e IRS-2 desempenham funcao
essencial na transmiss@o do sinal insulinico desencadeando uma série de eventos bioquimicos que
modulam a funcdo celular. Apesar das duas proteinas serem importantes moléculas mediadoras
da via de sinalizacdo de insulina, possuem diferencas funcionais e especificas para cada tecido. O
IRS-1 desempenha papel importante no musculo esquelético e tecido adiposo, tecidos envolvidos
com a captacdo de glicose, enquanto o IRS-2 parece regular a funcao hepatica, tecido responsavel
pela produgdo de glicose, bem como o desenvolvimento de células beta do pancreas, responsaveis
pela produgdo de insulina (Sesti et al., 2001).

Uma das proteinas alvo da PI3-K € a proteina quinase B (PKB/Akt). Downward (1998) e

Cho et al. (2001) demonstraram o importante papel da PKB na homeostase da glicose,



crescimento e sobrevivéncia celular, e fosforilacdo de proteinas que regulam a sintese de lipideos,
glicogénio e proteinas (Cross et al., 1995; Saltiel e Kahn, 2001; Kido et al., 2001). A PKB ativa
uma proteina denominada alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) (Thomas e Hall, 1997).
Esta por sua vez controla a sintese protéica diretamente pela ativacdo de 3 proteinas: a proteina
quinase ribossomal S6 de 70 kDA (p7056k), a proteina 1 ligante do fator de inicia¢do eucaridtico
4E (4E-BP1) e o fator de iniciagdo eucaridtico 4G (eIF4G) (Anthony et al., 2000; Anthony et al.,
2001). Estes promovem a tradugdo protéica facilitando o inicio desse processo (Wang e Proud,
2006). Portanto, a mTOR ¢ indicada como um marcador da sintese protéica em musculo
esquelético (Reynolds IV et al., 2004), e uma proteina integradora de sinais metabolicos e fatores
de crescimento para regular a proliferacdo celular (Bodine, 2006). A Figura 1 ilustra a relacdo
entre a via de sinalizacdo da insulina, o exercicio fisico, a LEU e a via de sinaliza¢do de sintese
protéica.

Nesse contexto, a estimulacdo da sintese protéica via mTOR/p7()SGk ¢ influenciada pela
presenca de insulina (Xu et al., 2001). No entanto, a insulina isoladamente ndo é capaz de
restaurar a sintese protéica no estado alimentado, sendo necessdria a ingestdo de aminoécidos
para ativar a via (Norton e Layman, 2006). Sugere-se entdo que a insulina potencialize a via de
sinalizacdo de proteina, facilitando a sintese de proteinas em presenca de aminoécidos. Dessa
forma, assim como a insulina, os aminodcidos t€m sido apontados como moduladores da via de

sinalizacdo da mTOR/p70S6k (Tremblay e Marette, 2001; Volpi et al., 2003).
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Figura 1: Esquema da sinaliza¢do envolvida na sintese protéica estimulada por
exercicio, insulina e aminoacidos.

Assim como a insulina, os aminoécidos, unidades bésicas de uma proteina, sdo capazes de
estimular o anabolismo protéico. Esses sdo divididos em 2 grupos: os ndo-essenciais € oS
essenciais, cuja diferenca € a capacidade de serem ou ndo sintetizados pelo organismo,
respectivamente. Nove aminodcidos sdo considerados essenciais e devem ser consumidos na
dieta. Dentre esses se encontram os aminodcidos mais importantes envolvidos na via de
crescimento celular: os BCAA - leucina, isoleucina e valina (Garlick e Grant, 1998), cujos
produtos do metabolismo produzem sinais que ativam a via de sintese protéica.

O BCAA mais comumente utilizado como suplemento e o mais frequentemente estudado
em exercicios € a leucina. Sdo oxidados na mitocOndria e a primeira reacdo envolvida no
catabolismo dos BCAA ¢é a transaminacdo pela enzima aminotransferase de aminodcidos de
cadeia ramificada (AT-BCAA), que é dependente da vitamina B6, e que aceita os 3 BCAA como
substrato. A reacdo catalisada pela AT-BCAA converte os BCAA nos seus respectivos

cetodcidos. O mecanismo mais ativo para oxidagdo dos BCAA se localiza no musculo



esquelético, que apresenta alta atividade da enzima AT-BCAA. O figado apresenta um
mecanismo muito ativo para a degradacdo dos cetoacidos do BCAA, pois a atividade da AT-
BCAA ¢ baixa em figado comparada a do musculo, tornando pouco eficiente a cabolizacdo direta
dos BCAA. De interesse do presente estudo, a LEU € convertida no cetodcido a-cetoisocaproato
(KIC). Este sofre descarboxilacdo oxidativa pela enzima desidrogenase de cetodcido de
aminodcidos de cadeia ramificada (DC-BCAA), um complexo enzimdtico presente na membrana
interna mitocondrial, em isovaleril coenzima-A, que, posteriormente, sofre oxidacdo sendo
convertido a acetoacetato + acetil coenzima-A (acetil CoA), sendo a leucina, portanto,
cetogénica. Cabe resaltar que a atividade da DC-BCAA € maior no figado comparativamente ao
musculo (Nissen e Albumrad, 1997). Um esquema simplificado do catabolismo de LEU ¢é

mostrado na Figura 2.
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Figura 2: Esquema do catabolismo de leucina realizado pela enzima
aminotransferase de aminodcidos de cadeia ramificada (AT-BCAA) e pelo
complexo enzimdtico desidrogenase de cetodcido de aminodcidos de cadeia
ramificada (DC-BCAA), mostrando a relacdo fosforilacdo/desforilacio e
consequente inativacdo e ativagdo do complexo, assim como a concentragio
comparativa dessas enzimas em musculo esquelético e figado.



Ao iniciar o exercicio o complexo enzimatico DC-BCAA ¢ ativado (desfosforilado) e a
sua atividade é modulada pelo aumento da adenosina difosfato (ADP) e diminui¢do do pH
(Kasperek, 1989). A oxidacdo da LEU é aumentada em exercicios de longa duracdo, alta
intensidade e em situacdo de deplecdo de glicogénio (Tarnopolsky, 2004), sendo utilizada como
substrato energético.

Estudos relatam que ap6s um periodo de treinamento, a atividade da DC-BCAA e a
oxidacdo dos aminodcidos sdo reduzidas, embora sua capacidade total de oxidacdo esteja
aumentada. Estes dados mostram que o treinamento diminui a oxida¢do dos aminodcidos durante
o exercicio, mas permite, nos periodos de estresse metabdlico, uma maior possibilidade de
oxida¢do em individuos treinados comparados com sedentdrios (Phillips et al., 1993; McKenzie
et al., 2000; Gaine et al., 2005).

A LEU tem efeito anabdlico no metabolismo protéico por aumentar a razdo de sintese
protéica e diminuir a razdo da degradacdo de proteinas no musculo esquelético humano em
repouso (Karlsson et al., 2004). Ela atua na pds-transcricdo, durante a fase de iniciacdo da
traducao do RNA mensageiro (mMRNA) em proteina (Anthony et al., 2001; Anthony et al., 2002).

O mecanismo pelo qual a LEU estimula a traducdo de proteinas estd relacionado a sua
acao sobre a mTOR. Embora por um mecanismo nao completamente compreendido, a LEU pode
ativar, de forma independente, vias de sinalizacdo intracelular que convergem para a mTOR
(Volpi et al., 2003). Com o objetivo de verificar o efeito da LEU em ratos, um complemento
alimentar rico em LEU foi administrado durante cinco dias. A via de sintese protéica muscular
esquelética estava estimulada e este resultado foi relacionado a acdo da LEU sobre a estimulagdo
de proteinas envolvidas na via de sinalizacdo proteica (Norton et al., 2009). A LEU também gera

sinais metabdlicos semelhantes aos da glicose e, por isso, estimula a secrecdo de insulina, dado



confirmado por estudos conduzidos em nosso laboratério no qual, animais controle e desnutridos
foram suplementados com 1,5 % de LEU na dgua de beber. Ambos os grupos exibiram aumento
da secrecdo de insulina estimulada por diferentes agentes insulinotrépicos (Filiputti et al., 2008;
Filiputti et al., 2010). Nesse contexto, a LEU e o aumento da secrecdo de insulina pode levar a
estimulagdo da via de sinalizacdo da mTOR/p7036k.

Quanto ao figado, foi demonstrado que a LEU interfere na producdo do fator de
crescimento de hepatdcios por células satélites hepdticas de ratos estimulando a via da mTOR/

(1 (Tomiya et al., 2007), assim como estimulou a fosforilacdo da p70S6k no figado quando

p7
ratos receberam suplementacdo oral de BCAA (Anthony et al., 2001 e Anthony et al., 2004).
Ratos que receberam uma dieta hiperprotéica por 14 dias demonstraram aumento da ativacao da
mTOR e fosforilacio do 4E-BP1 (Chotechuang et al., 2009). A escassez de estudos em figado

abordando o papel do treinamento aerdbio associado ao consumo de aminodcios despertou o

interesse em investigar também este tecido.

1.2 - Efeito do exercicio aer6bio e da leucina sobre a via de sinalizacio de sintese protéica
A via mTOR/p7OS6k vem sendo estudada em musculo esquelético como uma possivel
sinalizadora do crescimento muscular evidenciado em funcio da adaptacdo ao treinamento fisico.

Num estudo pioneiro os efeitos do papel da mTOR/p70S6k

sobre a hipertrofia muscular
esquelética provocada pelo treinamento de forca foram investigados por Barr e Esser (1999). Os
autores verificaram que a fosforilagdo da p70S6k em musculo tibial anterior e extensor digital
longo de ratos estava aumentada apds 3 e 6 h de uma sessdo aguda de treinamento de resisténcia

e diretamente relacionada ao aumento de massa muscular induzida pelo exercicio. A utilizagdo da

rapamicina, um inibidor especifico da mTOR, consagrou a importancia da sinalizagdo aumentada



da mTOR sobre a estimulacdo de sintese protéica muscular induzida pelo treinamento. Kubica et
al. (2004) e Kubica et al. (2005) submeteram ratos a uma sessao aguda de exercicio de forca e, 16
h apds o exercicio observaram aumento na sintese protéica no musculo gastrocnémio. A
administracdo de rapamicina 2 h antes do exercicio suprimiu esse efeito.

Ao contrario do exercicio resistido, o exercicio aerdbio levaria a ativagdo da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK), inibidora da mTOR, sugerindo uma supressdo da sintese
protéica neste tipo de exercicio (Atherton et al., 2005; Nader, 2006). Em contraste com esses
estudos, Mascher et al. (2007) demonstraram que uma sessao aguda de exercicio aerobio (1 h de
ciclismo a 75% do VO,max) realizada por 6 homens (23+1 anos) aumentou a fosforilagao da
mTOR e p7()S6k no musculo esquelético (vasto lateral) apds o exercicio, indicando a possibilidade
de sintese protéica aumentada. Adicionalmente, Fujita et al. (2007) demonstraram que uma unica
sessdo de exercicio aerébio moderado (45 min. caminhando na esteira a 70% da frequéncia
cardiaca maxima) aumentou o anabolismo muscular em idosos saudaveis (70+2 anos),
comprovado pelo aumento da sintese protéica e balanco nitrogenado positivo. Tais resultados
foram confirmados pelo aumento da captacio de aminodcidos pelo tecido muscular,

05%. No entanto, o

acompanhado de um aumento da fosforilacdo das proteinas mTOR, PKB e p7
aumento da sintese protéica estava presente somente nos individuos que receberam infusdo de
insulina apds a sessdo de exercicio, sugerindo que o efeito anabdlico do exercicio aerébio foi
dependente da concentracdo aumentada de insulina, fato demonstrado também em individuos
jovens (Fujita et al., 2006). Os dois estudos corroboram a importincia do aumento da
concentracdo de insulina na estimulacdo da sintese protéica.

Como a LEU aumenta a secrecdo de insulina (Malaisse et al., 1981; Gao et al., 2003;

Zawalich et al., 2004; MacDonald et al, 2005; Filiputti et al., 2008; Filiputti et al., 2010; de
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Oliveira et al, 2010; Amaral et al., 2010) pode entdo ser utilizada em associacdo ao exercicio
aerdbio para ativar e/ou restaurar a via de sinalizagdo protéica em musculo esquelético, o que
levaria ao aumento da sintese de proteinas.

Nesse contexto, a suplementagdo de BCAAs vem sendo estudada durante o processo de
recuperacgdo do exercicio e ha indicios de que a ingestdo de LEU module enzimas chave da via de
sintese protéica (Blomstrand et al., 2006). Com essa perspectiva, estudos em ratos tém
demonstrado que a administracdo oral de LEU restaurou a sintese protéica apds o exercicio de
forca aos niveis pré-exercicio (Gautsch et al., 1998; Anthony et al., 2000; Layman, 2002). Em

S6K ,
0 em musculo

adicdo, a suplementacdo aguda de BCAAs aumentou a atividade da p7
esquelético (quadriceps) durante a recuperacdo de um exercicio de forca (4 séries de 10
repeticoes de extensao de joelhos a 80% de 1 repeticdo maxima) realizado por homens jovens (25
anos) (Karlsson et al., 2004). No entanto, os mesmos autores relatam que somente a sessdo de
exercicio de forca ndo foi suficiente para fosforilar e ativar totalmente a p70$6K, demonstrando a
importancia em associar exercicio e suplementacao.

Reforcando a importancia da suplementacdo de aminodcidos na ativacdo da via de sintese
protéica, verificou-se que a ingestdo de BCAAs imediatamente apds uma sessdo de exercicio de
resisténcia (60 min. em bicicleta ergométrica a 60% do VO,max) estimulou a sintese protéica
total e no musculo esquelético exercitado de homens e mulheres (musculos dos membros
inferiores), demonstrado pelo balanco nitrogenado positivo (Levenhagen et al., 2001). Esses
dados sugerem que o aumento da disponibilidade de BCAAs estimula a via de sinalizacdo de
sintese protéica apds o exercicio aerébio. No entanto, hd escassez de estudos mostrando o

k
OS6

comportamento da via mTOR/p7 ap6s um programa de exercicio aerébio cronico, assim
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como hd pouca informagdo sobre os efeitos do treinamento aerdbio sobre a sintese protéica
muscular (Reynolds IV et al., 2004).

Com o objetivo de verificar o efeito do exercicio aerdbio cronico sobre a sintese protéica
muscular e conteido total da mTOR, roedores idosos (20 a 22 meses) foram submetidos ao
treinamento aerobio (3 meses de corrida em esteira). Verificou-se aumento dessas duas varidaveis
em relacdo ao grupo controle idoso, sugerindo que o treinamento aerobio pode atenuar ou
prevenir a perda de massa muscular com o avanco da idade por aumentar a capacidade da via de
sinalizacdo da mTOR (Reynolds IV et al., 2004). Em acordo com esses dados, Short et al. (2004)
mostraram que a sintese protéica muscular no repouso estava aumentada em 22% em humanos
jovens e idosos (19 a 87 anos) apds 16 semanas de um programa de treinamento de resisténcia
(45 min. em bicicleta ergométrica a 80% da frequéncia cardiaca maxima, 3 a 4 dias/semana),
indicando, segundo os autores, que o exercicio aerobio pode aumentar a sintese se proteinas
musculares, no entanto nao houve aumento da massa muscular esquelética.

Esses dados mostram a importancia da prética do treinamento aerébio por individuos
idosos visando a manuten¢do da massa muscular, j& que muitos ainda apresentam resisténcia a
pratica de exercicios de forga, os quais s@o bem estabelecidos como potenciais estimuladores do
crescimento da massa muscular esquelética (Barr e Esser, 1999).

Embasados nos dados apresentados e com o objetivo de fornecer informagdes sobre a
relacdo: treinamento aerdbio, suplementacdo com LEU e proteinas sinalizadoras da via de sintese

protéica propusemos este estudo.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo
O presente estudo teve como objetivo avaliar a modulacdo do treinamento aerdbio e da
suplementacdo com leucina sobre proteinas sinalizadoras da via de sensibilidade a insulina e

sintese protéica em musculo esquelético e figado de camundongos adultos.

2.2 - Hipéteses

A hipoétese testada no presente estudo foi de que a suplementagdo com leucina, associada
ao treinamento aerdbio, modula proteinas sinalizadoras da via de sinalizacdo de insulina e de
sintese protéica. E que a administracdo da suplementacao cronica com leucina para camundongos
adultos durante um programa de exercicio aerobio pode tornar a via de sintese protéica mais ativa

quando comparada a atividade expressa somente em funcdo do exercicio aerobio.
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3 - METODOS

3.1 - Grupos Experimentais

Os experimentos descritos foram aprovados pelo Comité Institucional de Etica em
Experimentacdo Animal da UNICAMP. Utilizaram-se camundongos machos com 60 dias de
vida, provenientes do Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais:

Controle (C): 15 camundongos ndo submetidos ao exercicio, alimentados com dieta
padrdo contendo 17% de proteina por 12 semanas.

Controle Suplementado (CS): 15 camundongos ndo submetidos ao exercicio que
receberam dieta padrio contendo 17% de proteina e suplementacio com 1,5% de LEU
(procedéncia Anexo I) administrada via oral na 4gua para beber durante 12 semanas.

Treinado (T): 15 camundongos alimentados com dieta padrdo contendo 17% de proteina,
submetidos a treinamento aerébio de natacdo durante 12 semanas como descrito na figura 1 com
agua na temperatura de 33°C.

Treinado Suplementado (TS): 15 camundongos alimentados com dieta padrdo contendo
17% de proteina e suplementados com 1,5% de LEU administrada via oral na dgua para beber e
submetidos as mesmas condicdes de exercicio que o grupo T descrito acima.

Os camundongos foram mantidos em gaiolas individuais sob condi¢cdo padronizada de
iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 h) e temperatura de 22+2 °C. Durante todo o periodo

experimental tiveram livre acesso a dgua e as respectivas dietas.

14



A suplementacio com LEU foi preparada no Departamento de Anatomia, Biologia
Celular e Fisiologia e Biofisica - IB - UNICAMP - Campinas, SP. As dietas utilizadas seguem as
recomendacdes do Instituto Americano de Nutricio (AIN-93) para roedores nas fases de

crescimento, gravidez e lactagdo.

3.2 - Procedimentos experimentais
3.2.1 - Protocolo de treinamento

Os grupos T e TS foram submetidos a uma semana de adaptacdo ao meio liquido, sem
carga, 15 min/dia. Ap6s este periodo iniciou-se o periodo de treinamento aerobio, 12 semanas de
natacdo, 5 vezes por semana, com carga e duracdo incremental elucidados na Figura 3, sendo que
ao final do treinamento os animais nadaram 90 min. com sobrecarga de 5% do peso corporal.

Tempo: 15 30 45 60 75 90 min
Carga: 0 1 2 3 4 5%

HERER

Semana: [.1] 12 ] 34 [ 56| 78 [910 1112

T T

Adaptacao Amaostras

Figura 3: Ilustragdo esquematica do protocolo experimental. Os quadros indicam
as semanas de treinamento de natag@o e as setas as mudangas na carga e tempo de
exercicio.

3.2.2 - Avaliacao da ingestiao hidrica e alimentar
A ingestdo hidrica e alimentar de todos os animais dos 4 grupos foi acompanhada durante
as 12 semanas experimentais. Para isso, 1 vez por semana era aferida a quantidade de ragdo (mg)

e dgua (ml) ingerida individualmente. Este procedimento foi repetido de 7 em 7 dias ao longo das
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12 semanas. Os dados foram utilizados para a constru¢do de curvas de evolug¢do temporal do
consumo de racdo (g) e ingestdo de dgua (ml), assim como, de figuras mostrando a média de

racdo (g) e dgua (ml) consumida durante todo o periodo experimental.

3.2.3 - Analise do crescimento corporal
Durante as 12 semanas de exercicio, todos os camundongos foram pesados uma vez por
semana para obtencdo da sua massa corpérea (g). Os dados foram utilizados para construcio da

curva de crescimento corporal.

3.2.4 - Analise da gordura peritoneal

Ap6s sacrificio (por exposi¢do ao gds carbdnico e subsequente decapitacio) foi coletada
toda a gordura peritoneal dos animais e imediatamente pesada. Depois de obtido o peso (g)
calculou-se a porcentagem de gordura em relacdo ao peso corporal total, como demostrado pela
férmula a seguir:

% gordura relativa = Gordura peritoneal x 100
Peso corporal total

3.2.5 - Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT)

Na 12* semana de treinamento, os animais foram colocados em jejum de 6 h (todos os
grupos receberam apenas dgua neste periodo) e apdés 16 h sem pratica de exercicio foram
submetidos a um Teste ipITT para verificagdo da captacio periférica de glicose. Foi coletada uma
gota de sangue da calda de cada animal em jejum (tempo 0) e apds este procedimento
administrada, via peritoneal, Insulina Humana Recombinante (Humulin N) da Lilly France S.A.

(2 U/kg de peso corporal), diluida em solucio salina e aferida a glicemia nos tempos: 10, 20 e 30
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min. apds a administragdo da insulina. A concentracdo de glicemia foi obtida utilizando um
glicosimetro da marca Accutrend. A constante de decaimento de glicose do sangue (KITT) foi
calculada pela inclinagdo da linha de regressdo obtida com os valores de glicose transformados

em escala logaritmica, durante a fase de decaimento linear (0-20 min).

3.2.6 - Dosagem de insulina plasmatica

ApOs 24 h sem exercicio 10 animais de cada grupo foram sacrificados (por exposi¢ao ao
gds carbOnico e subsequente decapitacdo) e o sangue coletado através do tronco em eppendorfs
heparinizados para dosagem da concentracdo plasmatica de insulina no estado alimentado. O soro
foi separado por centrifugacdo a 700 rpm durante 15 min e posteriormente determinada a

concentracdo plasmatica de insulina por radioimunoensaio (RIA).

3.2.7 - Dosagem de glicogénio muscular, hepatico e cardiaco

Foi realizada a dosagem do glicogénio muscular (musculo séleo), hepético e cardiaco
utilizando-se o método de espectrofotometria (Lo et al., 1970). O sacrificio foi realizado apds 24
h sem exercicio. Amostras do miusculo séleo e figado (500 mg) e o coracdo foram transferidas
para tubos contendo KOH a 30% e fervidas por 1 h até completa homogeneiza¢do. Adicionou
entdo Na;SO4 e o glicogénio foi precipitado com etanol. As amostras foram centrifugadas a 2000
rpm por 10 min., o sobrenadante descartado e o glicogénio dissolvido em 4gua destilada quente.
Foi adicionado etanol aos pellets obtidos ap6s uma segunda centrifugacdo a 2000 rpm por 10
min. Estes foram dissolvidos em dgua destilada num volume final de 25 ml. O conteido de

glicogénio foi medido tratando um volume fixado da amostra com reagente fenol e H,SO,. Para
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obtencdo dos resultados a absorbancia foi lida em 490 nm com um espectrofotdmetro
(Spectronic® 20 Genesis™) (Leighton et al., 1989).
3.2.8 - Dosagem da concentracao plasmatica de leucina

A concentragdo de LEU plasmadtica foi determinada pelo sistema de cromatografia liquida

de alta eficiéncia (HPLC), como demonstrado por Bidlingmeyer et al. (1984).

3.2.9 - Atividade da Citrato Sintase

As amostras do musculo séleo foram removidas e homogeneizadas em uma solucio
tampao de extragdo contendo Tris—HCI (0.5 mM) e EDTA (1 mM) com pH 7.4. A reacdo foi
realizada num meio contendo ris/aminometano (100 mM), DTNB (0.2 mM), acetil-CoA redutase
(0.1 mM) e Triton X-100 (0.1%) com pH 8.1. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 10uL de
extrato do tecido e S0uL acido oxalacético (10 mM). Para obtencdo dos resultados a absorbancia
foi lida em 412 nm (25°C) com um espectrofotdmetro (Spectronic® 20 Genesis™) durante 5 min

como descrito em Srere et al. (1963).

3.2.10 - Extracdo de RNA e RT-PCR semiquantitativo

O RNA total do miusculo séleo e figado foi extraido usando o reagente Trizol, conforme
descrito pelo fabricante (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Para a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), o RNA foi submetido a reacdo de transcri¢do reversa utilizando primers randdomicos. O
cDNA resultante foi amplificado pela reacdo da transcriptase reversa da cadeia da polimerase
(RT-PCR) usando primers e parametros de PCR conforme indicado na Tabela 1. A partir dos
cDNAs obtidos foram realizadas as curvas de ciclos para cada primer, com o minimo de 5 pontos

para cada curva. Apds obtengdo das curvas os experimentos foram realizados com um ntimero de
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ciclos equivalente a 20% abaixo do ponto de saturacdo da reacio (platd). A PCR foi realizada em
um volume de reac@o 25 ul contendo cDNA equivalente a 3 pg de RNA, 10 mmol/L de dNTPs/L
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 50 mmol/L. de MgCI2, tampao PCR 10X, 10 umol/L. do primer
adequado e 2 unidades de Taq polimerase. Os produtos de PCR foram separados em gel de
agarose 1,5% em tampdo 1X Tris-borato EDTA e corados com brometo de etidio. Todas as
reacoes de PCR incluiram um controle negativo. A auséncia de contaminagdo gendmico nas
amostras de RNA foi confirmada pelas amostras de RNA RT-negativo. A digitalizacdo e medicao
da intensidade da banda relativa foi realizada empregando um sistema de documentagdo Gel Doc
BioRad Laboratory, Hercules, USA). Os resultados foram expressos como uma razdo entre a

amplificacdo do gene alvo e RPS29 - controle interno do produto (Higuchi et al., 1992).

Tabela 1: Primers usados para amplificacdo do mRNA.

Produto do Anelamento

Nome do gene  N° banco de genes Forward 5° Reverse 5’

Tamanho Temperatura Ciclos
IR NMO010568 attccagcaacttgatgtgcaccc atggaagaagagettgecctgagt 420 62 24
IRS1 NMO010570.4 acccactcctatceeg ggcaatgagtagtaagagag 539 54 26
mTOR NM020009.2 tgtctatgacccgetgetcaac  gtectgggaactgaatcaagee 249 58 29
Controle NMO012876 aggcaagatgggtcaccagc  agtcgaatcatccattcaggtcg 202 55 27

3.2.11 - Western Blotting

Para extracdo de proteinas, amostras do miusculo séleo e figado foram rapidamente
retirados e armazenados a -70° C. As amostras foram novamente homogeneizadas em 0,5 mL de
tampao de extracdo gelado contendo, em mmol/L: 100 Trizma, pH 7,5, EDTA 10, 100 NaF, 10
pirofosfato de sédio, 10 ortovanadato sédio, flior phenylmethanesulfonyl 2 e 0,01 mg/mL de
aprotinina a 4°C por 30 s. Foi adicionado Triton X 100 (1%) e as amostras incubadas por 30 min

a 4°C. Apo6s foram centrifugadas a 13.000 rpm por 20 min. a 4°C. Aliquotas do sobrenadante
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foram utilizadas para a medi¢do do teor de proteina total pelo método de Bradford, 1976.
Quantidades iguais de proteinas de cada amostra (50 pg) foram separadas em SDS-PAGE. As
proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em 120 V. Bandas ndo-
especificas foram bloqueadas por incubacdo das membranas com 5% de leite em péd desnatado
em solucdo basal (10 mM Trizma, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20 ) em temperatura
ambiente por 2 h. Cada membrana foi lavada trés vezes de 10 min. em solucdo basal. O IR, IRS-
1, p70S6K e mTOR foram detectados apds 2 horas de incubag@o a temperatura ambiente com um
anticorpo policlonal de coelho contra o IR, o IRS-1 , a p7()S6K e a mTOR. Como um controle
interno foi utilizado o anticorpo a-tubulina (Santa Cruz, CA, EUA). Todos os anticorpos foram
diluidos em solucdo basal contendo 3% de leite em pé desnatado. A deteccdo foi feita por
quimioluminescéncia (Super Signal West Pico, Pierce, Rockford, IL) apds incubacdo com um
anticorpo secunddrio. As intensidades das bandas foram quantificadas por densitometria (Scion

Image, Frederick, MD).

3.2.12 - Imunoprecipitacao

Em experimentos que se desejava verificar a fosforilagdo do IR e IRS-1 em tirosina, os
animais foram anestesiados (ketamina + diazepan) e em seguida receberam uma dose de insulina
intraperitoneal (10 uL/g peso corporal). Pequenos fragmentos do musculo séleo (5-6 min apds a
dose de insulina) e do figado (1-2 min apds a dose de insulina) foram isolados. Estes foram
homogeneizados em tampao especifico contendo Trisma base a 100 mM, EDTA a 10 mM,
pirofosfa to de s6dio a 10 mM, fluoreto de s6dio a 100 mM, ortovanadato de sédio a 10 mM,
PMSF a 2 mM (diluido em dlcool etilico), Triton X 100 a 1% e 0,1 mg/mL de aprotina a 4°C, foi

retirado o sobrenadante para imunoprecipitacdo com anticorpos anti-IR e anti-IRS-1 (Santa
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Cruz), em volume fixo de 10 uL por amostra . Os volumes das amostras foram normalizados por
concentracdo protéica (1,0 mg de protein a total por amostra). As amostras foram incubadas por
12 a 14 h a 4°C e, a seguir foi acrescentada proteina-A Sepharose (50 uL) por 2 h a 4°C. Os
imunocomplexos foram lavados trés vezes com tampdo Tris-salina e suspensos com tampao de
Laemmili contendo 100 mM de DTT, aquecidas em &dgua fervente por 5 min e submetidas a
eletroforese em SDS-PAGE em gel bifdsico como descrito anteriormente para o Western Blot.

Nos experimentos de imunoprecipitacdo, os anticorpos utilizados foram anti-fosfotirosina.

3.3 — Analise estatistica

Todos os resultados sdo expressos como média+erro padrao da média (EPM). Para analise
das diferencas estatisticas entre os grupos foi utilizada ANOVA two-way (andlise de varidncia,
com 2 varidveis, a saber: suplementacdo com LEU e treinamento) e aplicado pods-teste de

Bonferroni. Adotou-se nivel de significancia de p<0,05.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Ingestao hidrica

A andlise da ingestdo hidrica mostrou que os animais do grupo C (9,65+0,14 ml/dia) ndo
diferiram dos animais do grupo CS (10,30+0,31 ml/dia). No entanto, os animais treinados T
(11,30+0,22 ml/dia) e TS (12,38+0,35 ml/dia) superaram o consumo de liquido do grupo C em
17,10% e 28,29% e do grupo CS em 9,7% e 20,19%, respectivamente, (Figura 4). Além disso, o
grupo TS ingeriu 9,56% mais dgua do que o grupo T. A evolugdo do consumo hidrico durante as

12 semanas experimentais ¢ demonstrada na Figura 5.
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Figura 4: Efeito do treinamento aerébio de natagdo e suplementagdo com leucina
na ingestdo hidrica (ml/dia) dos grupos controle (C), controle suplementado com
leucina (CS), treinado (T) e treinado suplementado com leucina (TS). Os valores
sdo médiaxtEPM do total de dgua consumida diariamente durante as 12 semanas
de experimento (n = 13 animais). * p<0,05 comparado ao C, * p<0,05 comparado
a0 CSe* p<0,05 comparado ao C,CS e T.
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Figura 5: Curva de consumo hidrico didrio (ml/dia), em cada semana de
experimento, dos grupos controle (C), controle suplementado com leucina (CS),
treinado (T) e treinado suplementado com leucina (TS). Os valores sio
médiatEPM em cada uma das semanas do periodo experimental (n = 13
animais). * p<0,05 comparado ao C, ¥ p<0,05 comparado ao CS e * p<0,05
comparado ao C,CS e T.

4.2 - Ingestao alimentar

Quando analisamos o consumo médio de racdo por dia durante as 12 semanas de
experimento, observou-se que o consumo do grupo CS (5,47+0,12 g/dia) foi 8,68% menor
quando comparado ao grupo C (5,99+0,12 g/dia). Os grupos T (6,87+0,15 g/dia) e TS (6,94+0,12
g/dia) apresentaram consumo de racdo elevado em 14,70% e 15,86% quando comparado ao
grupo C e em 25,59% e 26,87% quando comparado ao grupo CS, respectivamente. Ndo houve

diferenga entre os grupos treinados (T e TS) (Figura 6 e 7).
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Figura 6: Efeito do treinamento aerébio de natagdo e suplementagdo com leucina
no consumo de ragdo (g/dia) dos grupos controle (C), controle suplementado com
leucina (CS), treinado (T) e treinado suplementado com leucina (TS). Os valores
sdo médiazEPM do total de ra¢do consumida diariamente durante as 12 semanas
de experimento (n = 13 animais). * p<0,05 comparado ao C, * p<0,05 comparado
ao CS.
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Figura 7: Curva de consumo didrio de racdo (g/dia), em cada semana de
experimento, dos grupos controle (C), controle suplementado com leucina (CS),
treinado (T) e treinado suplementado com leucina (TS). Os valores sio
médiatEPM em cada uma das semanas do periodo experimental (n = 13
animais). * p<0,05 comparado ao C, * p<0,05 comparado ao CS.

24



4.3 - Efeito da suplementacio com leucina e treinamento aerébio sobre o peso corporal

Como demonstrado na Tabela 2, os valores semelhantes do peso inicial entre os grupos
mostram uma homogeneidade entre os animais e demonstram que os camundongos foram
distribuidos aleatoriamente de modo adequado no inicio do experimento.

As curvas de evolugdo do peso corpéreo sdo apresentadas na Figura 8. A andlise do
crescimento corporal mostrou que os animais do grupo T apresentaram menor ganho de peso
corporal comparado aos outros 3 grupos estudados: C, CS e TS, que ndo diferiram entre si. A
Tabela 2 mostra que o peso final e a porcentagem de ganho de peso dos animais do grupo T

foram menores quando comparados aos valores dos animais dos grupos C, CS e TS.
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Figura 8: Efeito do treinamento aerébio de natagdo e suplementagdo com leucina
no peso corporal (g) dos grupos controle (C), controle suplementado com leucina
(CS), treinado (T) e treinado suplementado com leucina (TS). Os valores sdo
médiaxEPM em cada semana de experimento (n = 15 animais). “ p<0,05
comparado ao C, CS e TS.
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Tabela 2: Peso inicial e final, porcentagem de ganho de peso, porcentagem de gordura e
consumo didrio de ragdo e de dgua ao longo das 12 semanas de experimento.

Grupos C CS T TS
Peso(;r)nmal 39.2140.79 39,12+0,60 38,01+0,48 39,0£0,67
Pes?ggmal 4596128 45,49+0,89 41,85£0,65° 45,1741,25
Ganh(()q(j; peso 17.21 16.28 10,10 % 15,82
G(zgjl)lra 4,96+0,29 5.16£0,24 2,2940,25 ** 2,6540,19 **
Cons(;‘é?aga?ao 5,9940,12 5.4740,12 * 6,8740,15 ** 6,94+0,12 **
Cons(ﬁzlgfrlco 9,65+0,14 10,30£0,31 11,3040,22 ** 12,38£0,35°

Os valores sdo média+EPM. * p<0,05 comparado ao C, ¥ p<0,05 comparado ao CS e * p<0,05 comparado com C, CS
e TS.

4.4 - Efeito da suplementaciao com leucina e do treinamento aerébio sobre a gordura

Os grupos suplementados com LEU nédo apresentaram alteracdo no percentual de gordura
em relac@o aos seus respectivos grupos controles. Como esperado, o efeito do treinamento fisico
sobre o peso corporal foi refletido na porcentagem relativa de massa gorda. Portanto, os grupos
treinados, T e TS, apresentaram uma reducdo acentuada na porcentagem de gordura corporal de
54% e 47% em comparagcdo ao grupo C e de 56% e 49% quando comparado ao grupo CS,
respectivamente. (Figura 9a e Tabela 2). Os mesmos resultados relatados para a porcentagem de
gordura (valor relativo da gordura peritoneal em relacdo ao peso corporal) foram encontrados

para o peso absoluto da gordura peritoneal (Figura 9b).
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Figura 9: Efeito do treinamento aerdébio de natacdo e suplementagdo com leucina
na massa de gordura peritoneal (expresso em porcentagem relativa ao peso
corporal total - Figura 9a) e peso absoluto (g) da gordura peritoneal (Figura 9b).
Os valores sdo médiaxEPM (n = 15 animais). * p<0,001 comparado ao C e *
p<0,001 comparado ao CS.
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4.5 - Efeito da suplementacdo com leucina e treinamento aerdbio sobre variaveis
bioquimicas
4.5.1 — Concentracao de glicogénio muscular, hepatico e cardiaco
A andlise de glicogénio mostrou aumento significativo no conteudo de glicogénio
muscular no grupo T (1,62+0,14 mg/100mg de tecido — 50,00%) e TS (1,69+0,10 mg/100mg de
tecido — 56,48%) em relacao ao C (1,08+0,04 mg/100mg de tecido), um efeito nao dependente da

suplementa¢do de leucina, demonstrado pela auséncia de diferenca entre T e TS. No entanto, no
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musculo esquelético dos camundongos do grupo CS (1,78+0,11 mg/100mg de tecido), o
conteudo de glicogénio estava 64,81% aumentado em relagdo ao grupo C (Figura 10a).

No figado, o treinamento aerébio também aumentou significativamente o contetido de
glicogénio no grupo T (7,03£1,49 mg/100mg de tecido — 3,88 vezes) e TS (9,13+0,88 mg/100mg
de tecido — 5 vezes) em comparacdo ao grupo C (1,81+0,10 mg/100mg de tecido). Contudo, este
efeito também nao foi dependente de LEU (Figura 10b). Em contraste ao grupo TS, e semelhante
aos resultados do musculo esquelético, a LEU aumentou o conteudo de glicogénio no grupo CS
(7,624+0,51 mg/100mg de tecido — 4,2 vezes) quando comparado ao grupo C (Figura 10b).

A andlise da concentracdo de glicogénio no musculo cardiaco ndo revelou diferencas entre

os grupos estudados (Figura 10c).
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Figura 10a, 10b e 10c: Efeito do treinamento aerébio de natacdo e
suplementagdo com leucina no contetido de glicogénio muscular (10a), hepatico
(10b) e cardiaco (10c) (mg/100mg de tecido) nos grupos controle (C), controle
suplementado com leucina (CS), treinado (T) e treinado suplementado com
leucina (TS). Os valores sdo média+EPM (n = 10). * p<0,05 comparado ao C.
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4.5.2 — Concentracao plasmatica de insulina

A concentracdo plasmdtica de insulina no estado alimentado foi significativamente
aumentada com a suplementacdo de leucina, em ambos os grupos: CS (4,11+0,30 ng/ml — 2,23 e
1,65 vezes) e TS (3,61+0,51 ng/ml — 1,96 e 1,45 vezes) em relacdo aos grupos C (1,84+0,49

ng/ml) e T (2,48+0,14 ng/ml), respectivamente (Figura 11).
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45 +
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3.5 +
3.0 +
2.5 A
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1.5 ~
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0.5 A
0.0 -

B

Insulina plasmatica {ng/ml)

C () T TS

Figura 11: Efeito de 12 semanas de treinamento aerébio de natacdo e
suplementagdo com leucina no teor de insulina plasmdtica (ng/ml) no estado
alimentado. Os valores sdo médiaxtEPM (n = 8 animais). * p<0,05 comparado ao
grupo C; & p<0,05 comparado ao grupo T.

4.5.3 - Concentracao plasmatica de leucina

ApOs 12 semanas de suplementacdo com LEU o teor de LEU plasmdtica aumentou em
ambos os grupos suplementados: CS (592,38+10 nmol/ml - 25,43% e 25,78%) e TS (496,79+12 -
5,2% e 5,49% nmol/ml) quando comparados ao grupo C (472,28+8 nmol/ml) e T (470,93+5
nmol/ml), respectivamente. Em adi¢do, o grupo CS apresentou maior concentracdo de LEU em

relagcdo ao grupo TS (19,24%) (Tabela 3).
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Tabela 3: Concentrac¢do plasmdtica de leucina.

Grupos C CS T TS
[Leucina]
plasmatica 472,28+4,62 592,38+5,77 470,93+2,89 496,79+6,00%*
(nmol/ml)
[Relatival 100 125,43 99,7 105,2%
(%)

Os valores sdo média=EPM (n = 3 animais). * p<0,05 comparado ao grupo C; & p<0,05 comparado ao grupo T, ®
p<0,05 comparado ao C, T e TS. A concentragdo relativa ([Relativa]) é em relag@o ao grupo C.

4.5.4 — Atividade da citrato sintase

O treinamento aerébico aumentou acentuadamente a atividade da Cis no musculo
esquelético dos camundongos dos grupos T (4,43+0,09 pmoles/min/pg prot — 100% e 41,93%) e
TS (5,940,15 pmoles/min/pg prot — 168% e 90,32%) quando comparado ao grupo C (2,2+0,15
pmoles/min/pug prot) e CS (3,1£0,32 pmoles/min/pug prot), respectivamente (p<0,05).
Curiosamente, a suplementacdo com LEU aumentou a atividade da Cis no grupo TS (34,09%) em

comparacdo ao T (Figura 12).

Citrato Sintase
umoles/min/ug prot

C () T TS

Figura 12: Efeito do treinamento aerébio de natacdo e suplementacdo com
leucina na atividade da citrato sintase (umoles/min/pg prot) em misculo séleo de
camundongos C, CS, T e TS. Os valores sio médiastEPM (n = 5 animais). *
p<0,05 comparado ao C, * p<0,05 comparado ao CS e “ p<0,05 comparado ao C,
CSeT.
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4.6 - Sensibilidade a insulina em animais suplementados com leucina

Para verificar se o aumento dos valores de insulina circulante estava relacionado a
alteracdo na sensibilidade a insulina periférica, foi realizado o ipITT. Nao se observou nenhuma
diferenca na sensibilidade a insulina periférica entre os grupos C (3,9+0,54%/min) e CS
(4,7+0,03%/min) baseado na constante de decaimento da glicose (kITT) (Tabela 4). No entanto, a
sensibilidade a insulina estava aumentada 1,95 e 1,62 vezes no grupo T (7,6+0,57%/min) e 3,33 e
2,76 vezes no TS (13,0+0,06%/min) em comparagdo aos grupos C e CS, respectivamente. O

grupo TS apresentou ainda aumento de 1,7 vezes quando comparado ao grupo T.

Tabela 4: Valores da constante de decaimento de glicose (kITT) do ipITT.

Grupos C CS T TS
KITT # a
. 3,940,54 4,7+0,03 7,6£0,57* 13,0+0,06
(%/min)

Os valores sio médiazEPM (n = 10 animais). * p<0.05 comparado ao C, * p<0.05 comparado ao CS e “ p<0,05
comparado ao C, CS e T.

4.7 - Contetado total e fosforilacao das proteinas IR, IRS-1, mTOR e p70°* em miisculo
esquelético

A andlise dos resultados de contetddo total em musculo esquelético mostrou aumento do
IR no grupo TS de 117,20%=+16; 88,15%=+13,17 e 63,49%+6,67 quando este foi comparado aos
grupos C, CS e T, respectivamente. O grupo T (53,71%=7,3) também apresentou elevacdo do
conteudo total em relacdo ao grupo C (Figura 13a). Esses dados fornecem indicios de que o
aumento do conteido do IR pode estar relacionado ao efeito do treinamento aerébio. Além disso,
como houve diferenca entre T e TS, infere-se que a leucina, quando associada ao treinamento

aumenta o conteudo do IR.
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A suplementacdo com leucina, assim como o treinamento aerébio, ndo teve efeito sobre o
conteudo do IRS-1 (Figura 13a).

O conteudo total da mTOR estava elevado nos grupos suplementados CS (200%+3 e
96%=2) e TS (55%=3,6 € 51%=5) em comparacdo ao grupo C e T, respectivamente (Figura 13a).
O grupo CS (145%) apresentou ainda elevado conteudo da mTOR quando comparado ao TS.

Quanto a p70*™

, 0 grupo T apresentou conteudo total diminuido quando comparado ao
grupo C (53,77%+8,93), CS (81,31%=1) e TS (54,73%+7,69) (Figura 13a).

Para determinar se as alteragdes no conteido das proteinas estavam associadas com o
aumento da atividade, foi determinado o nivel de fosforilacio do IR e IRS-1 estimulado por
insulina e da p7()86k,

Semelhante aos resultados para conteddo total, a fosforilacdo do IR estava aumentada no
grupo TS quando comparado ao grupo C (246,94%30), CS (237,23%+18) e T (173,6%=+ 19,81).
O exercicio aerébio aumentou a fosforilacio do IR no grupo T em comparagcdo ao grupo C
(73,34%+15,79) e CS (63,63%+11,56) (Figura 13b).

Verificou-se que a fosforilacio do IRS-1 estava aumentada nos grupos treinados T
(152,42%=11 e 82,67%+9) e TS (197,63%+13 e 127,88%+7) em relacdo aos grupos C e CS,
respectivamente (Figura 13b). Semelhante ao IR, os dados do IRS-1 indicam efeito positivo do
exercicio sobre a proteina. A LEU aumentou a fosforilagdo do IRS-1 no grupo CS (69,75%). Na
associacdo dos tratamentos (LEU e treinamento aerébio), a LEU ndo exerceu efeito sobre a
fosforilacdao do IRS-1, pois ndo houve diferenca entre T e TS.

O tratamento com LEU aumentou a fosforilacio da p7056k em ambos 0s grupos

suplementados: CS (84%+8 e 83%+3,6) ¢ TS (43%+4 e 42%=+6) em relacio ao C e T,

respectivamente (Figura 13b). O grupo CS apresentou ainda fosforilagdo aumentada em relagcdo
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ao grupo TS (41%). Esses dados sugerem uma possivel modulagdo positiva da LEU sobre a via
da mTOR/p7OS6k. O exercicio ndo exerceu efeito sobre a atividade da p7()86k. No entanto, a
associacao dos tratamentos mostrou que o aumento da fosforilacao da p7()S6k, verificada no grupo

TS (42%) e CS (83%) comparado ao T, foi menor no TS.
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Figura 13a e 13b: Efeito do treinamento aerébio de natacdo e suplementagio
com leucina sobre o conteido de proteina do IR, IRS-1, p70S6k e mTOR (13a) e
fosforilagdo do IR, IRS1 e p70°®™* (13b) (porcentagem) em musculo esquelético de
camundongos. As abreviacdes sdo: grupo controle (C), controle suplementado
com leucina (CS), treinado (T) e treinado suplementado com leucina (TS). Os

valores sio média+EPM (n = 4 animais). * p<0,05 comparado ao grupo C. *

p<0,05 comparado ao grupo CS, ¢ p<0,05 comparado ao grupo T e * p<0,05
comparado aos demais grupos.
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4.8- Conteido de mRNA em misculo esquelético de camundongos treinados e
suplementados com leucina

Para verificar se as alteracOes observadas no teor de proteina foram acompanhadas por
alteracdes no teor de RNA mensageiro (mRNA), foi realizada a analise por PCR semiquantitativo
em musculo esquelético e figado.

Ao analisar os resultados de musculo esquelético do IR, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os grupos C, CS e T. No entanto, verificou-se que o contetido de mRNA do IR
estava reduzido no grupo TS em relagdo ao grupo C (52,91%+8,31), CS (64,79%+3,01) e T
(55,35%+4,28) (Figura 14).

A expressdo génica do IRS-1 nio foi alterada apds o treinamento ou suplementacdo com
LEU (Figura 14).

O treinamento aerébio aumentou o teor de mRNA da mTOR no grupo T (127,02%+16,6)
e TS (120,37%=9,81) em relagdo ao C. No entanto, a suplementacdo com LEU ndo teve efeito
sobre TS. Em contraste aos grupos treinados, a suplementacdo aumentou significativamente a
expressdo génica da mTOR no grupo CS em comparagdo aos 3 grupos estudados: C

(222,65%+23,57), T (95,63%+6,97) e TS (102,28%+13,76) (Figura 14).
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Figura 14: RT-PCR semiquantitativo de musculo esquelético de camundongos
para o IR, IRS-1 e mTOR apés o treinamento aerébio de natagdo e suplementacio
com leucina nos seguintes grupos: controle (C), controle suplementado com
leucina (CS), treinado (T) e treinado suplementado com leucina (TS). Os valores
sdo médiaxEPM (n = 4 animais). * p<0,05 comparado ao grupo C e * p<0,05
comparado aos demais grupos.

4.9 - Contetido total e fosforilacio das proteinas IR, IRS-1, mTOR e p70°** em figado

A andlise dos dados de contetdo total de proteina em figado mostrou que o treinamento
diminuiu o conteido total do IR nos grupos T (-61,98%=0,63 e -106,28%+5,01) e TS (-
61,78%=+1,49 e -106,08%=+4,15) quando comparado aos grupos C e CS, respectivamente. A
suplementacdo com LEU aumentou o contetddo do IR no grupo CS em 44,3%+5,64 em relagcdo ao
C, e em 106,28%+5,01 e 106,08%+4,15 em relacdo do T e TS, respectivamente. Essa elevacdo
do conteddo total da proteina foi omitida quando a suplementacio foi associada ao exercicio,
demonstrada pelos valores significativamente menores no TS (-106,08%+4,15) quando
comparado ao CS (Figura 15a).

Semelhante ao relatado para o IR, quando a suplementacdo foi administrada no grupo sem

exercicio houve aumento significativo do conteudo total do IRS-1 no grupo CS em
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143,58%+11,92, 174,01%=+3,63 e 92,35%+7,01 comparado aos outros 3 grupos: C, T e TS,
respectivamente. Quando a suplementacdo foi associada ao exercicio houve aumento de
51%+4,94 em relacdo ao grupo C e de 81,46+3,38 em relagdo ao grupo T (Figura 15a).

A suplementagdo com LEU aumentou o contetdo total da mTOR no grupo CS (54,91%=8
e 85,48%+6) e TS (91,82%+9 e 122,39%=10) comparado aos grupos C e T, respectivamente
(Figura 15a).

A p70$6k apresentou conteudo total diminuido no grupo T em relagdo aos 3 grupos
estudados: C (61,7%=1), CS (54,8%=7) e TS (68,3%=+13). Quando a suplementagdo foi associada
ao treinamento (TS) o contetido total da p70$6k nio diferiu do C (6%=*1) e CS (13%=1), mas
estava mais elevado do que o encontrado no grupo T (68%=18) (Figura 15a).

Para determinar se as alteracdes no conteudo das proteinas estavam associadas as
mudangas na atividade da proteina, foi determinado o nivel de fosforilagdo do IR e IRS-1
estimulado por insulina e da p7()56k_

A suplementacdo com LEU e o treinamento, isoladamente ou associados, elevaram a
fosforilacdo do IR no figado dos animais dos 3 grupos: CS (424,94%+66), T (342,84%+6) e TS
(1109,50%+35) quando comparado ao C (0,0%+0,57). Quando os tratamentos foram associados
(grupo TS) a fosforilacio do IR se mostrou também elevada em relacio ao grupo CS
(684,56%+31) e T (766,67%+29) (Figura 15b).

No entanto, houve diminui¢do da fosforilagdao de IRS-1, tanto no grupo CS (29%=6) como
no grupo TS (44,01%+8) quando esta foi comparada ao grupo C (0,0%+0,57), sugerindo um
efeito contra-regulatdrio aos valores aumentados de contetdo total do IRS-1. A fosforilacdo do
IRS-1 nos animais do grupo T também estava diminuida em relacdo ao C (61,56%0,28) e CS

(32,62%=5) (Figura 15b).
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A suplementa¢do com LEU elevou a fosforilagdo da p7056k no figado, tanto dos animais
controle (CS=193,79%+60) como dos animais treinados (TS=95,92%=+15) quando comparados
ao grupo C (0,0%+0,57). A LEU também aumentou em 192,9%+60 e 97,87%=15 a fosforilacao
da p70$6k no grupo CS em relacdo ao grupo T e TS, respectivamente. O treinamento isoladamente
ndo exerceu efeito sobre esta varidvel, pois a fosforilagao da p70$6k do grupo T foi semelhante a
do grupo C. Entretanto, a associacdo dos tratamentos (grupo TS) aumentou a fosforilacdo da

0861(

p70™" quando comparado ao grupo T (95,03%=15) (figura 15b).
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Figura 15a e 15b: Efeito do treinamento aerébio de natacdo e suplementagio
com leucina sobre o contetido de proteina do IR, IRS1, p70°** ¢ mTOR (15a) e
fosforilacio do IR, IRS1 e p70S6k (15b) (porcentagem) em figado de
camundongos. As abreviacdes sdo: grupo controle (C), controle suplementado
com leucina (CS), treinado (T) e treinado suplementado com leucina (TS). Os
valores sio média+EPM (n = 4 animais). * p<0,05 comparado ao grupo C. *
p<0,05 comparado ao grupo CS, ¢ p<0,05 comparado ao grupo T, * p<0,05
comparado aos demais grupos.
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4.10 - Contetido de mRNA em figado de camundongos treinados e suplementados com
leucina

A andlise dos dados de PCR semiquantitativo demonstrou que o treinamento aerébio e a
suplementagdo com LEU ndo alteraram os niveis de mRNA das proteinas IR e IRS1 no figado
dos camundongos (Figura 16a e 16b).

Ao analisar o efeito do treinamento isoladamente, verificou-se diminuicdo na expressao
génica da mTOR no grupo T em 55,96%+6,43, 50,22%+3,37 e 97,24%+9,51 quando comparado
ao grupo C, CS e TS respectivamente. Quando o exercicio foi associado a suplementacdo com
LEU (grupo TS), a expressdo génica da mTOR no figado estava aumentada 97,24%+9,51 em
relacdo ao grupo T, 41,53%=5,94 em relacdo ao C e 47,02%%=+6,14 em relacdo ao CS (Figura

16¢).
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Figura 16a, 16b e 16¢c: RT-PCR semiquantitativo de figado de camundongos
para o IR (16a), IRS1 (16b) e mTOR (16c) apds o treinamento aerébio de natagdo
e suplementacdo com leucina nos seguintes grupos: controle (C), controle
suplemen tado com leucina (CS), treinado (T) e treinado suplementado com
leucina (TS). Os valores sdo média+EPM (n = 4 animais). * p<0,05 comparado
aos demais grupos.
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5 -DISCUSSAO

A ambiguidade de dados na literatura sobre a relacdo exercicio aerdbio e via de sintese
protéica e o papel da suplementacdo com LEU associada ao exercicio aerébio na sinalizagdo
desta via foi o elemento motivador para o desenvolvimento deste trabalho. Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a modulacio do treinamento aerébio e da
suplementacdo com LEU sobre proteinas sinalizadoras da via de sensibilidade a insulina e sintese

protéica em musculo esquelético e figado de camundongos adultos.

5.1 - Caracterizacao dos tratamentos

A caracterizac¢do de cada tratamento foi importante para diferenciar o papel da LEU e do
treinamento aerdbio utilizado no presente estudo. Para isso, foi avaliado o consumo hidrico e
alimentar; o peso corporal; a massa gorda; o conteido de glicogénio muscular; hepatico e
cardiaco; a atividade da citrato sintase; a concentragdo plasmatica de LEU e insulina e a
sensibilidade a insulina.

Os dados relacionados somente ao tratamento com LEU mostraram que a suplementagdo
ndo teve efeito sobre a ingestdo hidrica dos animais, no entanto, diminuiu o consumo de ragéo
dos camundongos suplementados nao treinados e estdo em acordo com dados da literatura. H4
relato da relacdo inversa entre suplementacdo com LEU e consumo de racio (Rieu et al., 2007),
demonstrando que os animais que receberam maior quantidade de LEU apresentaram diminui¢do
da ingestdo de racdo. Esse fato levou a manutencido do peso corporal e da massa gorda desses
animais. Nesse mesmo contexto, foi demonstrado que a suplementacio cronica com LEU na dgua

com concentracao de 1,5% (a mesma utilizada no presente estudo) durante 8 meses nao alterou o
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peso corporal e a massa gorda de camundongos (Guo et al., 2010), assim como 6 semanas de
suplementacdo com BCAA para ratos (Aragjo Jr. et al., 2006) e 14 semanas de suplementacio
com LEU para camundongos machos (Noatsch et al., 2010) ndo influenciaram o peso corporal
final dos animais.

Além disso, os animais suplementados apresentaram maior conteudo de glicogénio
muscular e hepdtico. Foi demonstrado um aumento na atividade do complexo enzimatico DC-
BCAA do figado em ratos cronicamente suplementados com BCAA, sugerindo que a
suplementacdo aumenta o catabolismo desses aminodcidos, € pode aumentar as reservas de
glicogénio hepético em repouso (Shimomura et al., 2000). Cabe ressaltar que a atividade da DC-
BCAA ¢ alta no figado e, comparativamente, baixa no musculo, e que o KIC, produto resultante
do catabolismo da leucina, € um dos responsdveis pela ativagdo da DC-BCAA (Paxton e Harris;
1984; Shimomura et al., 2004).

Estudos mostraram que uma dieta rica em proteinas (Shimomura et al., 2004) ou BCAA
(Shimomura et al., 2000) elevou a concentracdo plasmatica de BCAA em ratos, com consequente
aumento da atividade da DC-BCAA hepdtica, o que levaria ao aumento do catabolismo da
leucina, poupando a utilizacdo de glicose. O transportador de glicose do tipo 2 (GLUT-2),
abundante no figado, é ativado em presenca de glicose e promove aumento de sua captacdo
(Leturque et al., 2009). Kruszynska et al. (1986) verificaram que o aumento da concentracdo de
glicose no sangue estava relacionado ao aumento da atividade da glicogénio sintase do figado.
Estes relatos apoiam os resultados de conteido elevado de glicogénio hepatico nos animais
suplementados.

Os animais do presente estudo ingeriram leucina, um BCAA, e apresentaram

concentracdo aumentada desse aminodcido no sangue. Isto indica uma maior disponibilidade de
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leucina, que poderia ser catabolizada poupando a glicose, a qual seria utilizada para sintese de
glicogénio hepatico nos animais suplementados com leucina. Apoiando este contexto, animais
suplementados com BCAA durante 6 semanas apresentaram aumento de glicogénio hepdtico
(Aratjo Jr. et al., 20006).

Os animais suplementados apresentaram também aumento da concentracdo pladsmatica de
insulina. Em musculo esquelético foi demonstrado que concentragdes elevadas de insulina levam
ao aumento da captacdo de glicose (Jensen e Lay, 2009; Ivy e Kuo, 1998) e da atividade da
glicogénio sintase, sendo esta fator determinante da taxa de sintese de glicogénio quando a fonte
de substrato € adequada (Jensen e Lay, 2009). A disponibilidade de glicose e insulina parecem
determinar a captacdo de glicose no miusculo esquelético. A insulina estimula a utilizacdo da
glicose pelas células musculares através da ativacdo do transportador de glicose do tipo 4
(GLUT-4), a qual pode ser utilizada para produgdo de energia ou nos processos anabolicos (Taton
et al., 2010). Kruszynska et al. (1986) verificaram que o aumento da concentracdo de insulina
plasmdtica parece mais importante para ativacdo da glicogéno sintase em miusculo esquelético
quando comparada ao figado.

No presente estudo, os animais que apresentaram aumento da insulina no plasma (grupos
suplementados com leucina) apresentaram também aumento de glicogénio muscular. Além do
aumento da concentracdo plasmadtica de insulina, os animais submetidos exclusivamente a
suplementacdo com LEU apresentaram aumento da fosforilacio do IRS-1 estimulada por
insulina, o qual desempenha importante papel no musculo esquelético para desencadear os sinais
gerados pela insulina (Sesti et al., 2001). A ligacdo da insulina ao IR promove a ativacdo dos
IRSs e desencadeia uma cascata de reacdes que utilizam a interacdo de proteinas como

mecanismo para transmitir sinais especificos do receptor em direcdo ao efeito celular final, como
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translocacao para a membrana plasmatica de vesiculas contendo GLUT-4 e ativacdo da sintese de
glicogénio (Carvalheira et al., 2002). No entanto, a LEU nao alterou o conteudo total e a
fosforilagdo do IR no musculo esquelético dos animais suplementados e nao treinados. Esse fato
pode ser explicado por duas hipoteses: 1) O aumento da concentracdo plasmatica de LEU pode
ter induzido o uso desta como substrato no musculo esquelético. A atividade da AT-BCAA ¢ alta
no musculo e em presenga de concentracdo elevada de leucina, poderia aumentar o catababolismo
desse aminodcido, e sua presenca dentro da célula modularia diretamente o IRS-1; e, 2) O
aumento da concentracdo do hormonio insulina pode ter exercido um efeito contra-regulatorio no
IR para permitir a homeostase da glicose. Reforcando essa hipétese, os animais suplementados
nao apresentaram aumento da sensibilidade a insulina.

Em figado, o conteudo total e a fosforilacido do IR estimulada por insulina estavam
aumentados e, apesar da fosforilagdo do IRS-1 estar diminuida, o conteido total estava
significativamente elevado. Um aumento da fosforilacio do IRS-2 poderia compensar a
diminui¢do encontrada no IRS-1, uma vez que o IRS-2 regula a fun¢do hepética e parece mais
importante no metabolismo do figado do que o IRS-1 (Sesti et al., 2001). A ativacdo do IRS-2
poderia contribuir com a elevacdo do conteido de glicogénio no figado dos animais
suplementados.

O programa de exercicio aerdbio isoladamente promoveu aumento da ingestdo hidrica e
alimentar, em acordo com a literatura (Mota et al., 2008). Os camundongos treinados também
apresentaram menor ganho de peso corporal, semelhante a estudos nos quais o treinamento de
natacdo (Cunha et al., 2005; Mota et al., 2008) e o treinamento de corrida (Chiasera et al., 2000)
induziram menor ganho de peso em animais. O menor anabolismo induzido pelo exercicio pode

ter elevado a taxa de protedlise para fornecimento de energia usada para contracdo muscular
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durante o exercicio, e esse fato pode estar relacionado ao menor ganho de peso apresentado pelos
animais do grupo treinado.

Outro parametro diminuido nos grupos treinados foi a massa gorda. Sugere-se que o
treinamento aerdbio induziu aumento na taxa de oxidacdo de 4cidos graxos (Bies et al., 2010;
Lange et al., 2007), poupando a utilizacao de glicogénio (Freyssenet, 2007). Esses fatos podem
estar relacionados ao menor ganho de peso corporal, a diminuicao da massa gorda e a0 aumento
do conteudo de glicogénio muscular e hepatico encontrado nos animais treinados.

Os resultados de glicogénio aumentado no musculo esquelético e figado dos
camundongos treinados sdo apoiados pela literatura (Borges-Silva et al., 2007; Nakatani et al.,
1997). O aumento do glicogénio muscular pode estar relacionado ao efeito do treinamento fisico
diretamente sobre o GLUT-4. De fato, o treinamento aerébio promove elevacdo do conteido, da
atividade e da translocagdo do GLUT-4 para a membrana plasmadtica (Ploug et al., 1998;
Holloszy, 2008; Frosig e Hitcher, 2009; Gomes et al., 2009), o que proporciona maior captagao
de glicose, a qual pode ser utilizada para sintese de glicogénio.

A ressintese de glicogénio apds a prética de exercicio fisico ocorre em duas fases. A
primeira fase € rapida, ndo dependente de insulina e ocorre durante os primeiros 45-60 min da
fase de recuperagdo do exercicio. A segunda fase € mais lenta, dependente de insulina e continua
ocorrendo até o restabelecimento total das reservas de glicogénio, a qual ocorre geralmente, 24 h
ap6s o término do exercicio (Price et al., 2000). Os tecidos para andlise do conteido de
glicogénio foram coletados apds 24 h da dltima sessdo de exercicio, sugerindo que os dados de
glicogénio se referem a maior concentracdo esperada para cada grupo aqui estudado.

Os animais treinados apresentaram também maior sensibilidade a insulina e aumento da

fosforilagdo do IR e IRS-1 estimulada por insulina em musculo esquelético. Estudos relatam
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aumento da atividade dessas proteinas em musculo esquelético de animais exercitados (Chibalin
et al., 2000; Zierath, 2002), o que sugere adaptagdo da via da insulina. O aumento da atividade da
via da insulina induz transloca¢do para a membrana plasmatica de vesiculas contendo GLUT-4, o
que promove maior captacdo de glicose, a qual pode ser utilizada para produgdo de energia ou em
processos anabolicos (Taton et al., 2010). Nesse contexto hd também ativagdo da enzima
glicogénio sintase (Holloszi, 2008; Carvalheira et al., 2002), resultando em aumento do contetido
de glicogénio no musculo esquelético, fato observado neste estudo.

Os dados de figado mostram uma elevacao na fosforilacdo do IR estimulada por insulina,
0 que sugere maior possibilidade de a¢do da insulina, com posterior diminui¢ao da atividade do
IRS-1. Como relatado para o grupo CS, as alteragdes relacionadas ao inicio da via da insulina em
figado estdo mais relacionadas ao IRS-2 que ao IRS-1 (Sesti et al., 2001), e a ativacdo do IRS-2
poderia contribuir com a elevacdo do conteido de glicogénio encontrada no figado dos animais
treinados. No entanto, o IRS-2 néo foi investigado no presente estudo.

A associacdo dos tratamentos, suplementacdo com LEU e treinamento aerdbio, induziu
aumento do consumo hidrico, acima do encontrado nos outros trés grupos, € manutencao do peso
corporal. Além disso, a ingestao alimentar foi maior e a massa gorda menor que a dos grupos nao
treinados, e, ambos os pardmetros, ndao diferiram do grupo treinado. Em canoistas treinados e
suplementados com placebo e treinados e suplementados com LEU durante 6 semanas nao foi
encontrada nenhuma diferenca na porcentagem de massa gorda (Crowe et al., 2006), o que apdia
os resultados encontrados pelo presente estudo.

O peso corporal do grupo TS estava aumentado em relacdo ao grupo T. Atribui-se a
leucina, que foi administrada na d4gua para beber, o maior ganho de peso corporal dos animais do

grupo TS. Esse fato pode estar relacionado a dois fatores: 1) Aumento da massa gorda em outros
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compartimentos ndo investigados no presente estudo; e 2) Aumento da massa isenta de gordura,
como por exemplo, aumento do teor de proteinas funcionais e estruturais no musculo esquelético.
Relatos demonstram que a ingestdo de proteinas ou BCAA € necessdria para aumentar a
disponibilidade de leucina, a qual é fundamental para ativar a via de sintese protéica (Anthony et
al., 1999; Mero, 1999; Shimomura et al., 2004; Norton e Layman, 2006; Kimbal e Jefferson,
2006b). Como o peso corporal dos animais do grupo suplementado e do grupo controle nao foi
diferente, sugere-se que o efeito da LEU sobre via de sintese protéica pode levar ao aumento da
massa magra somente quando a suplementacdo € associada ao exercicio fisico. De fato, foi
relatado que 8 semanas de suplementacdo de LEU e proteinas do soro do leite aumentou a massa
livre de gordura de 30 pessoas ativas (Walker et al., 2010) e que a administragdo de beta-hidroxi-
beta-metilbutirato (HMB), um metabdlito da leucina, durante 7 semanas associada a um
programa de treinamento de forca diminuiu a protedlise induzida pelo exercicio e aumentou a
massa livre de gordura (Nissen et al., 1996).

Os animais treinados e suplementados apresentaram aumento do contetido de glicogénio
muscular e hepético, porém, diferente do que ocorre no grupo controle, a LEU néo influenciou a
taxa de aumento do glicogénio em ambos os tecidos desse grupo. Desta forma, a elevagdo nos
estoques do glicogénio muscular e hepdtico pode ser atribuida aos mecanismos impostos pelo
treinamento aerdbio discutidos anteriormente. Esses animais também apresentaram maior
concentracdo plasmatica de LEU em relagdo ao grupo treinado, porém a concentracdo desse
aminodcido foi 19,24% menor que a encontrada no grupo sedentdrio e suplementado com
leucina. Essa diferenca entre os grupos pode estar relacionada ao aumento da utilizagdo da LEU

como substrato energético, como descrito adiante.
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Além disso, os animais suplementados e treinados apresentaram aumento da concentracao
de insulina no plasma, em acordo com dados da literatura que mostram aumento da secrecao de
insulina em presenca de leucina (Malaisse et al., 1981; Gao et al., 2003; Zawalich et al., 2004;
MacDonald et al, 2005; Filiputti et al., 2008; Filiputti et al., 2010; de Oliveira et al, 2010; Amaral
et al., 2010) e, diferente do encontrado nos animais suplementados e sedentdrios, a LEU induziu
aumento expressivo do conteudo total e da fosforilagdo do IR estimulada por insulina quando
comparado aos outros trés grupos do estudo. Em adi¢do, neste mesmo grupo (TS) a leucina
induziu aumento da fosforilagao do IRS-1 estimulada por insulina em relagdo ao grupo C e CS e
houve tendéncia a elevacdo em relagdo ao grupo T (p = 0,09). Estes resultados indicam maior
ativacao da via da insulina. Além disso, os animais apresentaram maior sensibilidade a insulina
quando comparados aos outros trés grupos, que vai ao encontro € compensa O aumento
expressivo da atividade da via verificada neste grupo e poderia manter a homeostase de glicose.

No figado dos animais treinados e suplementados, a LEU também aumentou a
fosforilagdo do IR estimulada por insulina, mas ndo a fosforilacdo do IRS-1. Cabe ressaltar a
relevancia do IRS-2 abordada anteriormente na discussao dos resultados do grupo suplementado.

A eficiéncia do protocolo de treinamento aerébio adotado no presente estudo foi
verificada pelos resultados da atividade da Cis. E bem documentado na literatura que o exercicio
fisico aer6bio aumenta a expressao do PGCl-a e a atividade da Cis no musculo esquelético, dois
marcadores relacionados ao metabolismo mitocondrial deste tecido (Saltin e Gollnick, 1983;
Booth e Baldwin, 1996; Hood, 2001). O aumento da atividade da Cis nos grupos treinados do
presente estudo corroboram com os dados da literatura (Reynolds IV et al., 2004; Aradjo Jr. et al.,

2006; Akerstrom et al., 2009; Litlle et al., 2010), e indicam que o protocolo de exercicio adotado
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promoveu adaptacdes musculares compativeis com o treinamento proposto e induziu aumento da
atividade oxidativa nos animais treinados.

A LEU elevou a atividade da Cis no grupo TS acima dos valores encontrados nos 3
grupos estudados, mostrando que a leucina, quando administrada durante um programa de
exercicio aerébio, promove maior adaptagdo dessa enzima, o que sugere uma maior eficiéncia do
metabolismo oxidativo. De fato, foi demonstrado uma relacdo positiva entre o aumento da
atividade total da Cis e da atividade total da DC-BCAA, responsdvel pela descarboxilacao
oxidativa dos BCAA, em decorréncia da resposta adaptativa a um programa de treinamento
aerdbio de 38 dias (McKenzie et al., 2000). Esse fato possibilitaria uma maior utilizagdo de LEU
quando a demanda energética estiver aumentada. Além disso, estudos mostram aumento de
desempenho em exercicio de resisténcia associados com suplementacdo de LEU (Crowe et al.,
2006; Barbosa et al., 2010) e HMB (Vukovich e Dreifort, 2001). Isto sugere que a LEU pode
exercer modula¢do sobre adaptacOes impostas pelo exercicio aerdbio.

A concentracdo plasmdtica de LEU estava elevada no grupo TS, porém diminuida em
relacdo ao grupo CS. O fato da LEU estar aumentada no plasma a torna disponivel para ser
utilizada como substrato. A menor concentragdao em relacdo ao grupo CS demonstra que a LEU
pode ter sido usada pelo metabolismo mitocondrial como substrato anaplerético no CK durante o
exercicio aerébio. Foi demonstrado que o metabolismo de LEU pode fornecer KIC ao CK, sendo
este metabolizado para acetil-coenzima A e acetoacetato (MacDonald et al., 2005). A LEU pode
também ativar alostericamente a enzima glutamato desidrogenase (GDH) que converte glutamato
a a-cetoglutarato, um importante substrato anaplerdtico para a segunda extensao do CK (Srere et
al.,, 1963; MacDonald et al., 2005). Este ¢ um mecanismo bem estabelecido da secrecdao de

insulina em ilhotas pancredticas que pode estar associado com a atividade elevada da Cis
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(MacDonald et al., 2005). Recentemente, Ortenblad et al. (2005) relataram uma correlagdo
positiva entre Cis e sensibilidade a insulina, indicando que a atividade da Cis pode ser regulada
pela PKB, uma proteina que ativa a via da mTOR. No presente estudo, os animais que
apresentaram atividade aumentada da Cis também eram mais sensiveis a insulina, sendo
condizentes com os dados apresentados na literatura.

A LEU aumentou a concentragdo de insulina no plasma dos animais suplementados em
estado alimentado. Corroborando esses dados, em ilhotas pancredticas a LEU induziu a liberacdo
de insulina (Malaisse et al., 1981; Gao et al., 2003; Zawalich et al., 2004; MacDonald et al, 2005;
Filiputti et al., 2008; Filiputti et al., 2010; de Oliveira et al, 2010; Amaral et al., 2010), um
processo associado a elevada produgdo de energia mitocondrial (MacDonald et al., 2005). Além
disso, estudos anteriores sugeriram uma relagcdo entre a acdo da insulina e a capacidade oxidativa
do musculo esquelético (Patti et al., 2003; Stump et al., 2003). Em humanos diabéticos tipo 2, a
razdo entre atividade enzimatica oxidativa e glicolitica estava diminuida em células do musculo
esquelético (Simoneau e Kelley, 1997). Stump et al. (2003) relataram que a infusdo de insulina
em humanos aumentou a capacidade mitocondrial de fosforilacio oxidativa no musculo
esquelético, efeito que foi acompanhado pela elevada sintese protéica mitocondrial. Esses dados
permitem explicar a concentracdo aumentada de insulina e maior atividade da Cis encontradas no

grupo TS, e relaciona a presenca de insulina a atividade mitocondrial aumentada.

5.2 - Treinamento aerébio, suplementacio com leucina e via de sintese protéica em figado
de camundongos
O figado é um dos principais 6rgaos envolvidos com o consumo, estocagem e produgdo

7z

de glicose e lipideos. Por esse motivo, o papel metabdlico central do figado é manter a
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homeostase de glicose e lipideos. O metabolismo hepatico de glicose inclui a sintese de
glicogénio, sintese de glicose a partir de substratos ndo derivados de carboidratos e fornecimento
de energia para a via glicolitica. O metabolismo lipidico envolve a oxida¢do dos acidos graxos,
sintese de colesterol e a formacao das lipoproteinas (Fritsche et al., 2008).

O figado desempenha papel importante durante o exercicio, principalmente por fornecer
energia para o trabalho muscular (Heled et al., 2004). Diante disso, alteracdes metabodlicas no
figado podem ser mediadas pelo treinamento aerdbio. Nesse contexto, a via de sinalizacdo de
insulina desempenha papel importante e pode ser modulada em presenca de aporte aumentado de
aminodcidos e diante de treinamento fisico. No entanto, a influéncia do exercicio na modulacao
molecular do metabolismo de substratos como as proteinas, € pouco investigada em figado, e
mais estudada em musculo esquelético.

Um dos objetivos do presente estudo foi investigar a sinaliza¢do de proteinas envolvidas
na via de sinalizacio de insulina e via de sintese protéica no figado de camundongos submetidos
ao treinamento aerdbio e a suplementacdo com leucina.

O figado tem capacidade limitada de catabolizar a leucina, uma vez que expressa
quantidade relativamente diminuida da enzima AT-BCAA, a qual converte a LEU em KIC.
Entretanto, o conteido e a atividade do complexo DC-BCAA ¢é comparativamente alto e
responsavel pela metabolizacdo do KIC. Isto pode ser importante para a oxidacao de cetodcidos
em concentracdo elevada na circulacdo, o que mantém a homeostase e remove o sinal estimulado
pela leucina. A quantidade diminuida da AT-BCAA no figado assegura que a LEU dietética
atingird os tecidos periféricos em concentracdes relativamente altas para desempenhar a sua

funcdo sinalizadora (Lynch et al., 2002). E muito discutido na literatura que a concentra¢io
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elevada de LEU pode ativar proteinas relacionadas a via de sinalizacdo protéica, mas pouco
explorado no figado a modulagdo dessa via.

Ratos suplementados com LEU na 4gua para beber durante 12 dias apresentaram aumento
na sintese de proteinas no figado, no entanto, nao foi encontrada alteracdo das proteinas mTOR,

0°%* ¢ 4E-BP1 (Lynch et al., 2002). Entretanto, a administracdo de LEU para animais em jejum

p7
promoveu a fosforilacdo da p70S6k e do 4E-BP1 no figado (Kimbal e Jefferson, 2006b). A
suplementa¢do aguda com LEU (1 h antes da obtencdo das amostras) aumentou a fosforilagdao da
p7()36k e do 4E-BP1 e o inicio da traducdo no figado, mas nao foi encontrada alteracdo na razdo de
sintese protéica total (Anthony et al., 2001a). Essas diferencas podem estar relacionadas a
duracdo da suplementacdo, o que evidencia que a sintese de proteinas pode ser ativada pela LEU
quando a suplementacdo é administrada por tempo prolongado. Outra varidvel que pode explicar
as discrepancias de dados na literatura € a concentracdo utilizada em cada estudo.

A administracio de LEU induziu aumento da secrecdo do fator de crescimento de
hepatécitos (HGF) em células satélites hepdticas, fato ndo observado quando utilizou-se valina e
isoleucina, confirmando o efeito estimulatério da LEU dentre os BCAA e sua importancia em
modular fatores metabdlicos no figado. A estimulagcdo da secrecao do HGF foi relacionada a via
da mTOR, demonstrado pelo aumento da p70S6k e do 4E-BP1, e o efeito estimulatério da LEU foi
suprimido quando a rapamicina foi administrada, confirmando que as alteracdes provocadas pela
LEU foi dependente da via da mTOR (Tomiya et al., 2007).

No presente estudo a LEU aumentou o contetido de mTOR e a fosforilagdo da p70°™ em

animais suplementados com LEU durante 12 semanas, indicando possibilidade de ativacdo da

sinalizacdo de sintese protéica no figado.
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Em acordo com esse dados, foi verificada uma estreita relacdo entre a concentracao
plasmatica de LEU e a fosforilacdo da p70S6k e do 4E-BP1 em figado de ratos, mostrando que o
aumento da LEU no sangue é mediador da ativag¢do dessas proteinas no figado (Yoshizawa et al.,
2001) e suportam os resultados encontrados nos animais CS e TS, que apresentaram concentracao
elevada de LEU no plasma e aumento da fosforilagdo da p7()56k.

A acdo estimulatéria da LEU sobre a via da mTOR em figado parece ser dependente da
presenca de insulina como confirmado por dados que mostraram ativacdo da p70S6k e do 4E-BP1
em ratos normais, mas ndo em diabéticos (Yoshizawa et al., 2002). No presente estudo, verificou-

se aumento do conteddo de mTOR e da atividade da p70S6k

somente nos animais que
apresentaram aumento da concentragdo de insulina plasmatica (CS e TS). Esse fato estava
relacionado com a presenca de concentracdo aumentada de leucina, independente do treinamento
aerdbio.

Recentemente constatou-se que a fosforilagdo do 4E-BP1 em hepatdcito estava aumentada
na presenca de LEU e insulina. Entretanto o aumento da fosforilagio da mTOR ocorreu quando
somente a LEU estava presente (Chotechuang et al., 2009), demonstrando que a LEU e a insulina
exercem a¢ao coordenada na modulagdo de proteinas da via mTOR em figado.

Foi relatado que os primeiros passos da via de sinalizacdo de insulina, incluindo IR e IRS-
1, foram alterados em hepatdcitos na presenca de insulina, que aumentou a sinalizacdo dessas
proteinas (Krause et al., 2002) e apoiam os resultados dos animais suplementados do presente
estudo, que apresentaram concentracdo elevada de insulina no plasma e aumento da fosforilacdao
do IR, mas ndo do IRS-1. Por outro lado, o efeito de 4 semanas de treinamento em um grupo de

animais em combinacdo com uma dieta hipercalérica aumentou a fosforilagdo do IR e a

associacdo do IRS-2, mas ndo do IRS-1, a PI3-K (Heled et al., 2004). Isto indica que o exercicio

54



aumentou a sinalizacdo da via da insulina no figado, suporta a teoria de que o IRS-2 tem papel
dominante em hepatdcitos e apoia os resultados encontrados em nosso estudo.

Diante do contexto, os resultados deste estudo sugerem que a modulacdo pela LEU da via
da mTOR em figado pode ter sido exercida pela sinaliza¢gdo aumentada da via da insulina, de

modo independentete do treinamento aerdbio.

5.3 - Treinamento aer6bio, suplementacao com leucina e via de sintese protéica em
musculo esquelético de camundongos

O tipo, a intensidade e a duracdo do exercicio sdo fatores criticos na regulacdo da sintese
de proteinas no musculo esquelético (Mascher et al., 2007). Na década de 80 iniciaram os relatos
de que durante o exercicio aerdbio intenso e de longa duragdo ha degradagdo de proteinas e
disponibilizagdo de aminoécidos para oxidacdo (Dohm et al., 1987). O catabolismo protéico
aumentado em exercicios aerébios de longa durag¢do foi confirmado pela oxidagdo elevada de
proteina no musculo esquelético durante o exercicio (Tarnopolsky et al., 1988; Tipton e Wolfe,
1998; Gibala, 2007). Este fato sugere que atletas de modalidades de resisténcia, cuja rotina de
treinamento € o exercicio aerdbio, requerem elevado consumo didrio de proteina para atender a
demanda aumentada durante o exercicio.

H4 relatos na literatura de que a sintese de proteinas no musculo esquelético pode ser
estimulada se aminodcidos essenciais forem ingeridos, dentre eles a LEU (Kimball et al., 1999;
Rasmussen et al., 2000; Volpi et al., 2003). A administracdo de LEU durante 12 dias na dgua para
beber (114 mM) aumentou a sintese protéica em musculo esquelético e figado de ratos (Lynch et
al., 2002) e em diferentes tecidos de suinos que receberam LEU via gavagem (Torrazza et al.,

2010). A suplementagdo com lecina também parece atenuar os efeitos do envelhecimento sobre a
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massa muscular. Isto mostra que a suplementacdo cronica pode ser uma ferramenta interessante
na preveng¢ao e tratamento da sarcopenia (Fujita e Volpi, 2006).

E relatado que a sintese de proteinas é mediada pela via da mTOR. A utilizagio da
rapamicina, um inibidor da mTOR, 2 h antes de um exercicio de for¢ca suprimiu a sintese protéica
em musculo esquelético (Kubica et al., 2004; Kubica et al., 2005). Estes resultados comprovam
que a mTOR € um importante regulador da sintese de proteinas. Uma vez ativada, a mTOR
(Thomas e Hall, 1997; Reynolds IV et al., 2004) controla a sintese protéica diretamente pela
ativacao de 3 proteinas: p7OS6k, 4E-BP1 e elFAG (Anthony et al., 2000; Anthony et al., 2001,
Kimbal e Jefferson, 2006b; Vary e Lynch, 2007). A mTOR ¢ também uma proteina integradora
de sinais metabodlicos e fatores de crescimento para regular a proliferacdo celular (Bodine, 2006)
e modulada pela presenca de aminodacidos, principalmente da LEU (Tremblay e Marette, 2001;
Volpi et al., 2003).

No presente estudo, os animais nao treinados que receberam a suplementagdo cronica com
LEU apresentaram aumento, em musculo esquelético, da expressdo génica e do contetido total da

mTOR e da fosforilacio da p70°°

quando comparado aos outros 3 grupos estudados. Esses
resultados estabelecem uma relacdo entre a LEU e a via da mTOR, como exposto na literatura
(Anthony et al., 2001; Tokunaga et al., 2004; Rennie et al., 2006; Vary e Lynch, 2007; Norton et
al., 2009).

Reforcando esses dados, a administracio de LEU para animais em jejum promoveu a
fosforilacdo das proteinas que s@o consideradas substratos diretos da mTOR, incluindo o 4E-BP1
e a p7056k em musculo e figado de animais (Kimbal e Jefferson, 2006b). Isto sugere que o

aminodcido ativa a mTOR em ambos os tecidos e que outros componentes da via parecem

importantes para o aumento da sintese protéica. Nesse contexto, a sinalizacdo apenas da mTOR
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ndo € suficiente para explicar a estimulacdo da sintese de proteinas dependente de LEU em ratos.
No entanto, é documentado que a fosforilacdo e ativacdo do 4E-BP1 e da p70S6k pela mTOR

s6k
6k estavam

induz a sintese protéica (Vary e Lynch, 2007). Como as proteinas mTOR e p70
aumentadas no grupos suplementados deste estudo, infere-se que a sintese de proteinas desses
animais poderia também estar elevada no musculo esquelético.

Dados mostram uma estreita relagdo entre suplementagdo com aminodcidos, ativagdo da
via da mTOR e sintese protéica (Bloomstrand et al., 2006; Karlsson et al., 2004; Norton e
Layman, 2006; Anthony et al., 2007). Logo que houve aumento da mTOR e da fosforilacdo da
p7()S6k no grupo suplementado sugerimos que a LEU pode ter ativado a via de sintese de proteinas
estruturais e funcionais no musculo esquelético.

A LEU aumenta a secrecao de insulina (Malaisse et al., 1981; Gao et al., 2003; Zawalich
et al., 2004; MacDonald et al, 2005; Filiputti et al., 2008; Filiputti et al., 2010; de Oliveira et al,
2010; Amaral et al., 2010). A concentracdo aumentada de insulina provoca ativacdo da via de
sinalizacdo de insulina, iniciada pela ligacdo da insulina ao IR, com consequente ativacdo do
IRS-1, IRS-2, PI3-K e PKB/Akt, a qual estimula a mTOR, e resulta na fosforilacdao da p7056k e
4E-BP1 (Folli et al., 1992; White e Kahn, 1994; Thomas e Hall, 1997; Anthony et al., 2000;
Anthony et al., 2001). A literatura relata que a estimulacdo da PKB retorna aos valores basais
ap6s a diminuicdo do sinal insulinico, no entanto, a ativacdo da mTOR continua, possivelmente,
devido a concentracdo plasmadtica elevada de aminodcidos e € mantida enquanto houver a
presenca de aminodcido. A remocdo do aminodcido reduz a via da mTOR aos valores de pré-
suplementacdo (Vary e Lynch, 2007). Esses dados indicam que a estimulacdo da via da sintese
protéica ocorre tanto através de mecanismos dependentes de insulina, como de mecanismos

independentes, envolvidos com a ativacdo da fosforilagdo da p70$6k, 4E-BP1 e elF4G e sua
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atividade é mantida quando hd disponibilidade de aminoacidos, o que corrobora com os dados
encontrados nos animais suplementados do presente estudo, que apresentaram aumento da
modulacio da mTOR e p70°%* .

Apesar da estimulagdo da sintese protéica via mTOR também ser influenciada pela
presenca de insulina (Xu et al., 2001), a insulina isoladamente nio € capaz de restaurar a sintese
de proteinas no estado alimentado, sendo necessdria a ingestdo de aminoécidos para ativar a via
(Norton e Layman, 2006). Os animais suplementados com LEU ndo apresentaram aumento do
conteudo e da fosforilagcdo do IR no musculo esquelético, porém a fosforilagdo do IRS-1 estava
aumentada. Embora por um mecanismo ndo completamente compreendido, a LEU pode ativar de
forma independente vias de sinalizacdo intracelular que convergem para a mTOR (Volpi et al.,
2003). Isto sugere que a LEU pode ter agido diretamente sobre a via da mTOR, independente da
via da insulina.

Estudos relatam que sessdes de exercicio aerdbio aumentam a oxidacdo de proteinas
(Tarnopolsky et al., 1988; Tarnopolsky, 2004; Gibala, 2007). Apesar da aparente importanica do
metabolismo de proteinas no exercicio aerébio hé escassez de dados e contrasenso na literatura
sobre os efeitos desse tipo de intervencdo sobre a via de sinalizacdo de sintese protéica em
musculo esquelético.

Alguns estudos mostram aumento da sintese protéica (Fujita et al., 2006; Fujita et al.,
2007; Reynolds 1V et al., 2004; Short et al., 2004) acompanhado de aumento da ativacdo das
proteinas PKB, mTOR (Reynolds IV et al., 2004) e p70°®* (Fujita et al., 2006 ; Fujita et al., 2007;
Mascher et al., 2007) ap6ds exercicio aerébio. No entanto, o envolvimento de diversas varidveis,
como idade, tipo de estimulo utilizado (efeito agudo ou cronico do exercicio) e protocolo de

coleta (tipo de tecido analisado, momento de obtencdo das amostras em relagdo ao término do
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estimulo e tipo de proteina analisada), dificultam a correlacdo entre eles e os tornam muitas vezes
controversos.

Short et al. (2004) foram os pioneiros na investigacao do efeito do treinamento aerdébio (4
meses de ciclismo a 80% da frequéncia cardiaca maxima, 3-4 dias/semana) sobre o aumento da
sintese de proteina total em musculo esquelético de pessoas jovens e idosas. Porém, nenhuma das
proteinas da via de sinaliza¢do de sintese protéica foi investigada. Ratos idosos submetidos a 3
meses de exercicio aerébio exibiram aumento da sintese protéica muscular apos 8 h da ultima
sessdo de exercicio, o que foi relacionado a uma maior atividade da via da mTOR e PKB
(Reynolds 1V et al., 2004). O efeito de uma sessdo aguda de exercicio aerobio (45 min de corrida
em esteira a 70% da frequéncia cardiaca médxima) foi suficiente para ativar a via da mTOR em
musculo esquelético de idosos sedentdrios estimulados com insulina apds 20 h do término do
exercicio (Fujita et al., 2007). O mesmo foi encontrado apds 3 h de repouso de uma sessdo aguda
de exercicio aerobio (1 h de exercicio em cicloergdmetro a 75% do VOomax) realizada por
individuos jovens sedentdrios (Masher et al., 2007) e os autores sugeriram uma ativacdo da
sintese protéica apos o exercicio de resisténcia.

Nos estudos citados acima que avaliaram sujeitos adultos e sugeriram alguma alteracdo na
via da mTOR, a andlise das proteinas da via foi realizada até 3 h apds o término do exercicio.
Devido ao catabolismo induzido pelo exercicio, a sintese de proteinas poderia estar realmente
mais ativa neste periodo, o que concorda com os resultados aumentados da sinaliza¢do da via da
mTOR poucas horas depois do exercicio. E relatado que alteragdes na sintese protéica muscular
induzida pelo exercicio aerébio perduram por, aproximadamente, 24 h apds o término do
exercicio (Short et al., 2004; Pikosky et al., 2006) e, possivelmente, as alteragdes metabdlicas

observadas imediatamente apds o exercicio decaiam durante o processo de recuperacdo. Em
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apoio a essa hipétese, apds 48 h da ultima sessdo de exercicio ndo foi encontrada alteragdo na
mTOR e na p70S6k em musculo esquelético de homens submetidos a 10 semanas de treinamento
aerobio. No entanto, quando esses mesmos sujeitos foram submetidos a uma sessdo aguda de
exercicios (45 min em cicloergdmetro a 75% do VO,max) foi encontrada ativagdo da mTOR e da
p7()S6k depois de 3 h do término da sessao (Wilkinson et al., 2008). Somado a isso, um programa
de 10 dias de treinamento aerébio em cicloergdmetro atenuou a resposta da via da mTOR em
homens jovens. Porém, imediatamente depois de uma sessdo aguda de exercicio aerdbio (1 h em
cicloergbmetro) houve aumento da fosforilagdao da p70S6k (Benziane et al., 2008).

Esses dados sugerem que a ativacdo da via da mTOR pode ser tempo dependente e
apoiam os resultados encontrados neste estudo, no qual nenhuma alteracdo do conteudo da
mTOR e da fosforilagdo da p7()S6k foi encontrada em camundongos treinados apds 24 h da dltima
sessdo de exercicio aerdbio. Essa suposicdo é amparada pela expressdo génica aumentada da
mTOR nos animais treinados, a qual ndo seria influenciada pelo tempo de coleta. Ainda indica
que a via de sintese protéica ndo estava ativada 24 h depois do exercicio aerébio e que houve

atenuacdo da expressao das proteinas mTOR e p70SGk

em func¢do do treinamento aerdbio.

Além disso, o grupo exercitado apresentou ativacdo da via da insulina, demonstrado pelo
aumento do conteudo total do IR e da fosforilacdo aumentada do IR e do IRS-1 estimulada por
insulina, em acordo com os resultados de elevacdo da sensibilidade a insulina. Alguns dos
mecanismos que podem aumentar o consumo de glicose em funcdo da adaptacdo ao treinamento
aer6bio é o aumento da expressdao do IR, o aumento da ligacdo da insulina ao IR e maior fluxo
sanguineo no tecido muscular (Henriksen, 2002; Pauli et al., 2009).

A ativac@o dos passos iniciais da via da insulina gera um série de eventos intracelulares

que culminam na ativacio da PKB e posterior ativagdo da mTOR, que, como descrito
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anteriormente, desencadeia sinais metabdlicos que ativam a via da sintese protéica, fato ndo
observado neste estudo 24 h apds o término do exercicio.

E importante ressaltar que a fosforilagio do IR e do IRS-1 foi observada apds a
estimulag¢do com insulina, € que o treinamento aerobio induziu uma maior responsividade da via
em presenca aumentada do hormoénio. Nos animais treinados ndo houve alteracio da
concentracdo de insulina no plasma no estado alimentado. Em concentragdes fisioldgicas,
possivelmente, ndo haveria alteracdo da fosforilacdo do IR e do IRS-1 apds 24 h do término do
exercicio, uma vez que as alteracOes metabdlicas provocadas pelo exercicio, como citado
anteriormente, perduram por aproximadamente 24 h e seriam menos expressivas no momento da
coleta do tecido muscular.

Apesar da relagcdo existente entre as proteinas da via da insulina e a ativacdo da via da
sintese protéica, a ativacdo das proteinas iniciais da via de sinalizacdo da insulina nao
convergiram para o aumento da sinalizacdo da via da mTOR em musculo esquelético de
camundongos exercitados. Isso sugere que o modelo de treinamento aerébio proposto nao
aumentou a sinalizagcdo das proteinas envolvidas na via de sintese protéica. Porém, esse fato pode
estar relacionado ao periodo de tempo que decorreu entre o término do exercicio e a obtencdo das
amostras.

Embora a importancia da suplementacdo de proteinas seja bem estabelecida na literatura
em associacdo ao exercicio de forca (Higuchi, 1992; Karlsson et al., 2004; Bloomstrand et al.,
2006; Reitelseder et al., 2011; Phillips, 2011) muito pouco se sabe sobre o efeito da
suplementagdo cronica com aminodcidos, em destaque a leucina, sobre as adaptacdes impostas

por programas de exercicio aerobio.

61



A associacdo da LEU a ativacdo da via de sintese prot€ica é bem documentada na
literatura e difundida entre os praticantes de exercicio de forga, os quais a ingerem com objetivo
de aumentar a massa muscular. No entanto, estudos relatam que sessOes de exercicio aerobio
aumentam a oxidacdo de proteinas (Tarnopolsky et al., 1988; Tarnopolsky, 2004; Gibala, 2007)
e, se a ingestdo alimentar de aminodcidos ndo for adequada, pode haver inducdo de protedlise.

Anthony et al. (1999) foram os pioneiros em demonstrar que a suplementagdo oral com
LEU pos-exercicio de longa duragdo € importante para desencadear os mecanismos que
conduzem a sintese protéica. A ingestdo de BCAA imediatamente apds uma sessdo de exercicio
de resisténcia estimulou a sintese protéica total e no musculo esquelético de sujeitos exercitados
(Levenhagen et al., 2001).

Esses dados sugerem que o aumento da disponibilidade de aminoécidos estimula a via de
sinalizacdo de sintese protéica apds o exercicio aerobio e apdéiam a hipotese de que a
suplementagdo com LEU pode ser importante para atletas envolvidos em modalidades de
resisténcia, as quais induzem aumento do catobolismo protéico. Nessa situacdo, a suplementacdo
poderia contribuir com a melhora da recuperagdo apds exercicio aerdbio, como por exemplo,
induzindo um maior acimulo de glicogénio. A suplementacdo de BCAA por 6 semanas durante
um programa de exercicio aerébio de natacdo levou ao aumento do contetido de glicogénio
muscular e hepdtico em relacdo ao grupo nao suplementado (Aradjo Jr. et al., 2006).

A suplementacdo aguda de uma mistura de carboidrato com proteina de soja (20%) ou de
carboidrato com proteina do soro do leite (20%) aumentou a sintese de proteinas em ratos
submetidos a 2 h de corrida em esteira e foi acompanhado do aumento da fosforilagdo da mTOR

S6k
0

e da p70°™", e os resultados foram mais expressivos nos animais que ingeriram a proteina do soro

do leite (Anthony et al., 2007). Ratos que receberam uma mistura de carboidrato adicionado de

62



proteina imediatamente apds uma sessdo aguda de exercicio aerobio apresentaram aumento da
fosforilcdo da mTOR, da p70S6k e do 4E-BP1 quando comparados aos animais que receberam
apenas o carboidrato. Além disso, a taxa de fosforilacdo do 4E-BP1 foi altamente correlacionada
com o aumento da concentragdo de insulina nos animais que receberam a mistura (Morrison et
al., 2008).

Esses estudos demonstram a importincia da ingestdo do aminoécido para a ativagcdo da
via da sintese protéica e, associados a um estudo que encontrou maior elevacido da concentracdo
plasmdtica de insulina em sujeitos que ingeriram uma mistura de carboidrato e proteina
imediatamente apds o exercicio (Van Loon et al., 2000), mostram uma relacdo entre a
suplementa¢do com aminodcido e a secre¢cao aumentada de insulina.

Fujita et al. (2007) demonstraram que uma unica sessdo de exercicio aerobio moderado
aumentou o anabolismo muscular em idosos sauddveis. Esses resultados foram acompanhados de
aumento na captacdo de aminodcidos pelo tecido muscular e aumento da fosforilagdo das
proteinas mTOR, PKB e p7OS6k. No entanto, o aumento da sintese protéica estava presente
somente nos individuos que receberam infusdo de insulina apds a sessdo de exercicio, sugerindo
que o efeito anabdlico do exercicio aerdébio foi dependente da concentracdo aumentada de
insulina, e isto foi demonstrado também em individuos jovens (Fujita et al., 2006). Esse fato
apoia os dados encontrados no nosso estudo, que mostra aumento da sinalizacdo das proteinas da
via de sintese protéica em animais com concentracdo de insulina elevada no plasma,
possivelmente induzida pela leucina, logo que somente os animais que receberam a
suplementagdo apresentaram aumento da insulina.

Os dois estudos corroboram a importancia do aumento da concentragdo de insulina na

estimulacdo da sintese protéica. A suplementacdo cronica adotada neste estudo induziu aumento
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da concentragdo plasmatica de LEU e de insulina nos animais treinados, que também
apresentaram aumento da expressdo gé€nica da mTOR, do conteido total da mTOR e da
fosforilagdo da p7()56k. Os dados aumentados das proteinas da via de sinalizagdo protéica sugerem
uma possivel modulacio da sintese protéica no musculo esquelético dos camundongos treinados
e que essa modulacdo foi exercida pela presenca de LEU e de insulina.

A LEU aumenta a secrecao de insulina (Malaisse et al., 1981; Gao et al., 2003; Zawalich
et al., 2004; MacDonald et al, 2005; Filiputti et al., 2008; Filiputti et al., 2010; de Oliveira et al,
2010; Amaral et al., 2010) e pode ser utilizada em associacdo ao exercicio aerobio para ativar
e/ou restaurar a via de sinalizacio protéica em musculo esquelético, o que levaria a0 aumento da
sintese de proteinas.

Como houve ativagdo das proteinas da via de sinalizagdo de sintese protéica nos animais
suplementados e submetidos ao treinamento aerobio mesmo apds 24 h do término do exercicio,
fato ndo que ndo foi observado nos animais exclusivamente treinados, postula-se que a LEU foi
capaz de manter a estimulacdo da via da sintese protéica durante a recuperagdo apds o exercicio.

A suplementacdo com LEU associada ao exercicio aerdbio elevou também o contetido
total do IR e a fosforilagdo do IR e do IRS-1 estimulada por insulina no musculo esquelético
acima do encontrado nos outros trés grupos. Esse fato mostra uma maior responsividade da via da
insulina em presenca do hormonio insulina, que também estava aumentado neste grupo. Ainda
sugere que a sinalizagdo aumentada da via da insulina poderia aumentar a captacdo de glicose, de
acordo com os dados de sensibilidade aumentada, e modular a via de sintese protéica,
aumentando a ativacdo de proteinas da via, fato observado neste estudo. Essas relacdes sugerem
que a modulacdo da via de sintese protéica em camundongos treinados e suplementados com

LEU foi exercida por mecanismo dependente de insulina.
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Esses dados nos permitem aceitar a hipétese de que a suplementacdo cronica com LEU,
associada ao treinamento aerébio, modula proteinas sinalizadoras da via de sensibilidade a
insulina e de sintese protéica, o que pode tornar a via mais ativa em musculo esquelético de

camundongos quando comparada a atividade expressa somente em funcdo do exercicio aerébio.
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6 - CONCLUSOES

Considerando que o objetivo do presente estudo foi analisar a modulacdo do treinamento
aerdbio e da suplementacdo com leucina sobre proteinas sinalizadoras da via de sensibilidade a
insulina e sintese protéica em musculo esquelético e figado de camundongos adultos, concluiu-se
que o treinamento aerdbio, apesar de induzir aumento na via de sinalizacao de insulina, atenuou,
a sinalizacdo da via de sintese protéica apdés 24 h de uma sessdo de exercicio aerébio. Em
contrapartida, a principal conclusdao deste estudo mostra que a leucina manteve a via de
sinalizacdo protéica ativada apds 24 h de uma sessdo de exercicio aerébio realizada por
camundongos treinados aerobiamente e suplementados com leucina durante 12 semanas.

Outras investigacdes sobre os efeitos da administragdo de leucina associada a modalidades
de resisténcia sdo necessdrias, uma vez que a suplementagcdo cronica parece ser uma estratégia
interessante para compensar o catabolismo protéico induzido pelo exercicio aerébio de longa
duracdo e manter a via de sinalizacdo protéica ativa, e pode ser benéfica em situagdes de
catabolismo protéico aumentado e de sintese protéica diminuida.

A suplementacdo com leucina para individuos que ndo possuem aporte caldrico
aumentado pode induzir o aumento da secrecdo de insulina e possivel estresse pancredtico. A
administracdo da suplementacdo com leucina deve ser realizada por profissional competente,
independente do individuo. Deve ser observado com atencao especial o uso em individuos 1dosos,

que frequentemente possuem catabolismo protéico elevado.
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by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on march 16, 2009.

Campinas, 11 de janeiro de 2011.
[

I~ 2%, VIA
)‘ | - A v e ,l[ /_'? \ 3 E‘. AR
sona— X -:I‘“L'L‘-ﬂ—'--;f.}-ﬁ\-t.(-'-’-ln./{nf“ 2{,{,‘, oA .\.\J WD -
/Profa. Dra. Ana-¥aria A. Guaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria-Executiva
CEEA = Unicamp Telefone: (19) 3521-6358
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP - Brasil http:/fwww.ib.unicamp.briceeal

85



DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o contetido de minha dissertagao/tese de Mestrado/Doutorado
intitulada  “Modulagdo das vias de sinalizagdo envolvidas na sintese protéica em
camundongos: papel do treinamento aerébio e da suplementagao com leucina”

() n#o se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informag@o CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranga.

( X ) tem autorizagdo da(s) seguinte(s) Comiss&o(des) de Bioetica ou Biosseguranga®:
GormiaseTo O Ehia o Exi2inunit o2 , sob Protocolo(s) n® 1>6<-

LE

Gomvrel  CEER ) UnveAmn .

* Caso a Comiss8o sefa externa ao IB/UNICAMP,
anexar o comprovante de autorizagdo dada ao
trabalho. Se a autorizagdo ndo fiver sido dada
diretamente ao trabatho de tese ou dissertagdo,
deverd ser anexado também um comprovante do
vinculo do trabalho do aluno com o que constar no
documento de autorizagdo apresentado.

Aluno: Mgrganza®Rejhe Rabelo Rosa

—So- o

Orientador: Everardo Magalhdes Carneiro

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente:
(X) Deferido () Indeferido

ézﬁ;ﬁia. W?cm_z/né?waaf C?Mm—%@

ngéo:

Profa. Dra. ANA MARIA APARECIDA GUARALDO
Presidente da Comssdo de Enca o Uso de Anmars
CEUNUNCAUP
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