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RESUMO

Neste trabalho investigamos os efeitos do treinamento fisico aerébio de longa duragéo, associado
ou ndo com a suplementacdo de leucina, sobre o metabolismo protéico e glicidico em musculo soleus de
camundongos Swiss. Para isso, parte dos camundongos (T) realizou protocolo de 12 semanas de exercicio
de natacdo, com 1h de duragdo, 5 dias/semana, sem sobrecarga, e a outra parte permaneceu sedentéria (C).
Metade dos animais dos grupos C e T foram suplementados com leucina (1,5%) na dgua para beber
(grupos CL e TL, respectivamente) ao longo do experimento. Os dados foram analisados pela ANOVA
Two-Way (varidveis exercicio e suplementacdo com leucina) e o teste post hoc de Newman-Keus foi
empregado nos casos de intera¢do das varidveis. Foi adotado um valor de p<0,05 como estatisticamente
significativo. Resultados: A drea abaixo da curva glicémica durante o teste de tolerdncia a glicose foi
maior nos grupos suplementados com leucina (CL e TL). Ja a sensibilidade a insulina, estimada pelo
KITT, foi maior por efeito do exercicio. A fosforilacdo da AS160, etapa distal da cascata de sinalizacdo
que leva a captacdo de glicose no musculo, foi maior no grupo T em relacdo aos demais tanto na condi¢cdo
basal quanto estimulada com insulina, provavelmente via AMPK, cuja fosforilagdo foi maior por efeito do
exercicio em ambas as condi¢des, mas diminuida por efeito da suplementacdo com leucina apds
estimulacdo com insulina. A fosforilagdo da Akt ndo foi afetada pelo exercicio, mas foi menor no grupo
CL em relagdo aos demais. Apesar do maior peso do musculo soleus por efeito do exercicio, a sintese
protéica ndo diferiu entre os grupos, mesmo com a maior fosforilacio da mTOR na condi¢do basal no
grupo CL, e a reducgdo por efeito do exercicio apds estimulacdo com insulina. A degradagdo protéica no
referido musculo, contudo, foi reduzida por efeito do exercicio. A expressdo génica de isoformas
especificas de E2 e E3 ligases, integrantes da via proteolitica ubiquitina-proteossoma, também foi menor
por efeito do exercicio. Todos os indicadores de resposta ao treinamento aerébio foram aumentados por
efeito do exercicio: tempo até a exaustdo em teste de esfor¢o, oconsumo méaximo de oxigénio e atividade
da enzima citrato sintase. Alguns destes indicadores também sofreram interferéncia da suplementagio.
Concluimos que a suplementagao com leucina pode prejudicar a homeostase glicémica e reduzir os efeitos
positivos do exercicio sobre a sinalizacdo insulinica. O exercicio aumentou o peso do musculo soleus ao
diminuir a degradagao protéica por inibicao da via proteolitica ubiquitina-proteossomo, enquanto a sintese

protéica ndo foi afetada por nenhum tratamento (exercicio ou suplementa¢do com leucina).



ABSTRACT

We investigated the effects of chronic physical training, associated or not with leucine supplementation,
on protein and glucose metabolism in soleus muscle of Swiss mice. Half of the mice (T) performed a 12
weeks protocol of swimming exercise, 1h/day, 5 days/week, bearing no overload, and the other half
remained sedentary (C). Additionally, half of the C and T mice were supplemented with leucine (1,5%)
into the drinking water (groups CL and TL, respectively) throughout the experiment. Data were analysed
by Two-Way ANOVA (variables exercise and leucine supplementation) and the Newman-Keus post hoc
test was used in the cases of interaction between the variables. A p<0,05 was considered statistically
significant. Results: The area under glucose curve during glucose tolerance test was increased in the
leucine supplemented groups (CL and TL). Insulin sensitivity, estimated by kITT, was higher as an effect
of exercise. AS160 phosphorylation, a distal step in the signaling pathway which leads to muscle glucose
uptake, was increased in the T group compared to the others in both basal and insulin-stimulated
condition, probably via AMPK, whose phosphorylation was increased by exercise in both conditions, but
it was reduced by an effect of leucine supplementation following insulin stimulation. Akt phosphorylation
was not affected by exercise, but it was reduced in the CL group compared to the other groups. Despite the
increased weight of soleus muscle caused by an effect of exercise, protein synthesis was similar among the
groups, even with the increased mTOR phosphorylation at the basal condition in the CL group, and the
reduction caused by exercise following insulin stimulation. Protein degradation in the soleus muscle was
reduced by an effect of exercise. Gene expression of specific isoforms of E2 and E3 ligases, members of
the ubiquitin-proteosome proteolytic pathway, was also reduced by an effect of exercise. All the indicators
of response to aerobic training were increased by exercise: time to exhaustion in the effort test, maximal
oxygen uptake and citrate synthase enzyme activity. Some of these indicators were also affected by
leucine supplementation. We conclude that leucine supplementation may impair glucose homeostasis and
reduce the positive effects of exercise on insulin signaling. Exercise increased soleus muscle weight by
reducing protein degradation via an inhibition of the ubiquitin-proteasome proteolytic pathway, whereas

protein synthesis was not affected by either of the treatments (exercise or leucine supplementation).
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AMP - -Adenonesine Monophosfate
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INTRODUCAO

Em extensa revisdo, (Booth, Chakravarthy et al., 2002) e (Pedersen, 2006) apresentam
evidéncias cientificas para uma relagdo entre inatividade fisica e diversas doencas cronicas,
incluindo doencas respiratdrias e cardiovasculares, cancer, disfungao imune, desordens musculo-
esqueléticas e neurais, e doencas metabdlicas, tais como obesidade, dislipidemia e diabetes tipo 2,
evidenciando dessa forma a grande importancia da realizacdo da atividade fisica de forma regular
€ constante.

Apenas recentemente os mecanismos envolvidos nas adaptacdes ao exercicio vém sendo
elucidados. No que diz respeito as respostas musculares, exercicios com caracteristicas distintas,
como endurance e treinamento de forca, ativam vias de sinalizagdes celulares diferentes que
geram adaptagdes no sentido de aumentar a producdo de energia ou aumentar a sintese de
proteinas, respectivamente. No primeiro caso, exercicio aerobio ou de endurance, uma das
proteinas-chave nessa resposta ¢ a AMPK, que € ativada em situagdes em que a razio AMP/ATP
estd elevada. No outro € a via da mTOR que se torna mais ativa, favorecendo a sintese protéica
global (Nader, 2006).

Outra resposta importante ao exercicio € a inibi¢do da degradacdo protéica, ou protedlise.
Esse é um efeito bastante importante, principalmente se levarmos em conta o fato de o tecido
muscular ser metabolicamente muito ativo e corresponder a cerca de 40% da massa corporal
(Foletta, White et al., 2011). Dentre as diversas vias de degradacdo protéica, em situacdes de
desuso muscular o sistema de degradacdo ubiquitina-proteassoma (SUP) € muito ativado, e o
exercicio parece ser capaz de reduzir a atividade dessa via (Jones, Hill er al., 2004; Dupont-
Versteegden, Fluckey et al., 2006).

Por outro lado, os aminoécidos de cadeia ramificada demonstram ser agentes anabdlicos
muito eficazes, especialmente a leucina, e sua acdo parece estar relacionada a ativagdo da via
mTOR (Deldicque, Theisen et al., 2005). Além disso, esse aminodcido modula a secrecao de
insulina, importante hormonio anabdlico (Filiputti, Rafacho et al., 2010; De Oliveira, Latorraca et
al.,2011).

A leucina também tém sido estudada como possivel agente anti-atréfico e dentro deste
contexto, alguns estudos tém reportado a sua eficdcia em inibir a degradagdo muscular via

modulacdo da via SUP, induzida por diferentes intervengdes, tais como, tratamento com
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dexametasona e imobilizagdo de membros inferiores de animais. (Nicastro, et al, 2011, Baptista,
et al., 2010).

As trés vias de sinalizacdo citadas, da AMPK, mTOR e SPU, em algum ponto sofrem
interferéncia uma das outras. A AMPK inibe a via da mTOR, reduzindo dessa forma a sintese
protéica (Nader, 2006). O exercicio de forca via Akt (Winder, Taylor et al., 2006), e também a
suplementacdo com leucina em ratos idosos (Combaret, Dardevet et al., 2005) se mostraram
capazes de inibir ou diminuir a atividade do SUP no musculo. O exercicio de endurance (via
PGC-1/FOXO) também pode ter um papel nesse sentido (Favier, Benoit et al., 2008).
Entretanto, ainda ndo sabemos se a interagdo da suplementacdo com leucina concomitante ao
exercicio de endurance cronico resultaria em uma possivel potencializacao dos efeitos inibitorios
sobrea a via do SUP.

O exercicio também exerce influencia na homeostase glicémica, aumentando a captacio
de glicose por mecanismos independentes de insulina, como o observado durante a execucao do
exercicio agudo (aumento da captacao de glicose induzida por contragdo muscular) e pode
também aumentar a sensibilidade 4 insulina por vias de sinalizacdo celulares que diferem da via
classica da cascata insulinica (IR-IRS-PI3K-PDK-AKT). (Zierath, 2002; Frgsig e Richter, 2009).
Outros estudos sugerem possiveis candidatos para o aumento na sensibilidade a insulina induzida
pelo exercicio fisico e apontam evidencias para as proteinas RAC1, TBC1 D4, TBC1 DI,
CAMKKII, AMPK, aPKC e mencionam ainda outras alteracdes fisioldgicas, como por exemplo
modificagdes vasculares no musculoesquelético, (Maarbjerg, et al., 2011).

A suplementacdo com leucina também pode afetar o controle glicémico alterando a
captacdo de glicose basal ou estimulada por insulina (Balage, Dupont et al., 2011)(Macotela,
Emanuelli et al., 2011). Nos estudos de Balage, et al., 2011, foi demonstrado que 5 semanas de
tratamento com leucina induzia um atraso na fosforilacdo das proteinas IR, IRS-1 e atividade da
PI3K em ratos. Enquanto que no trabalho de Macotela, et al., 2011., os pesquisadores mostraram
uma melhora no controle glicémico de animais obesos suplementados com leucina. Esta
discrepancia entre os resultados encontrados em diferentes trabalhos pode resultar no fato de que
os estudos sdo muito heterogéneos com relacio ao tipo de tratamento; dosagem administrada do
suplemento, grupo de animais utilizados, espécie utilizada etc. Esta realidade se torna ainda mais
relevante quando observamos os resultados encontrados em um estudo que demonstrou que a

privacao de leucina, melhorava a via de sinalizagc@o insulinica em hepatdcitos de camundongos



13

por inibir a via mTOR/p70S6K como também, através do aumento da atividade da AMPK e que
estas alteracdes moleculares repercutiam na melhora da homeostase glicémica dos animais (
Xiao, et al., 2011).

Quando nos referimos a analise de ambas as intervengdes (exercicio fisico e
suplementagcdo com leucina) sobre a homeostase glicémica os dados na literatura sdo ainda mais
escassos, entretanto podemos encontrar o trabalho realizado por (Iwanaka, Egawa et al., 2010)
que analisaram o efeito da suplementacdo com leucina na captac¢do de glicose durante o exercicio
agudo e sugeriu que ambas as intervencdes exerciam impacto nas vias AMPK e mTOR.

Dessa forma nosso estudo visa investigar em camundongos os efeitos do exercicio
cronico de natacdo, com caracteristicas aerdbias, e a suplementacdo com leucina, sobre o
metabolismo de glicose e proteinas no musculo esquelético bem como as principais vias

envolvidas na regulacdo desses processos (AMPK, Akt/mTOR e SPU).
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OBJETIVOS
Este estudo foi delineado para avaliar as alteracdes moleculares e funcionais induzidas
pelo treinamento fisico de endurance e suplementacdo com leucina sobre o metabolismo

muscular proteico e glicidico de camundongos Swiss.
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizados camundongos (fémeas) da linhagem Swiss, provenientes do Biotério
Central da UNICAMP, com 21 dias de vida. Os camundongos foram alimentados com rac¢do
balanceada padrdo para roedores (Purina) e dgua “ad libitum”, e foram mantidos em gaiolas
plésticas coletivas (3 por gaiola) a temperatura ambiente de 25 °C e foto periodo de 12 horas de

claro e 12 de escuro.
Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:

a) Controle (C): camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a idade adulta (120 dias)

com ragdo comercial;

b) Treinado (T): camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a idade adulta (120 dias)
com rac¢do comercial e treinados por natacdo dos 30 aos 120 dias;
¢) Controle - Suplementado (CL): camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a idade
adulta (120 dias) com ragcdo comercial e suplementados com 1,5% de leucina via oral (na dgua
para beber);
d) Treinado - Suplementado (TL): camundongos alimentados do desmame (21 dias) até a idade
adulta (120 dias) com ragdo comercial e suplementados com 1,5% de leucina via oral (na dgua
para beber) e treinados por natacdo dos 30 aos 120 dias;

O treinamento fisico consistiu de 12 semanas de exercicio de natacdo em tanques
coletivos, 50 cm x 80 cm x 120cm contendo dgua a 30-32°C, com 35 cm de profundidade, 5 dias

por semana, com sessdes de 1 hora de duracio, sem sobrecarga.

PROTOCOLO DE TREINAMENTO

3 min trein. 15 min trein. 30 min trein. 45 min trein. 60 min
SEM 1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 SEM SEM 12

A suplementacdo foi realizada de acordo com outros trabalhos do grupo; (da Silva, et al ,

2011; Filiputti, et al, 2010). com 1,5% de leucina “ad libitum” diluido na dgua de beber.
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Intervalo Entre as Sessoes de Natacao e as Coletas de Dados:
Todas as demais andlises citadas abaixo foram realizadas 48 horas ap6s a ultima sessao de

exercicio fisico na dgua.
Avaliacoes Efetuadas Antes do Sacrificio

Peso Corporal
Os animais tiveram o peso corporal registrados semanalmente.

Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Os camundongos foram mantidos em jejum por 12h e apds a verificagdo da glicemia de
jejum com o aparelho Accu-Check Advantage II, foi administrada na cavidade peritoneal uma
solucdo de glicose 20% (2,0 g/Kg de peso corpéreo). As glicemias foram verificadas nos tempos
15, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos. As dreas sob as curvas de glicose sangiiinea (AG =
mM.lSOmin'l) durante o GTT foram calculadas pelo método trapezoidal (Mathews et al., 1990)
utilizando o Software ORIGIN 6.0 (1999). Coletamos sangue por drenagem caudal nos tempos 0,
30 e 60 para andlise da insulinemia que foi dosada através de kit de Eliza marca Milipore.

Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT)

Ap0s a verificagdo da glicemia de jejum (6 horas) com o aparelho Accu-Check Advantage
I, foi administrado na cavidade peritoneal 1,5U/kg de peso corpéreo de insulina regular humana.
A glicemia foi verificada nos tempos 4, 8, 12 e 16 minutos. A razdo constante do clearance da
glicose (kirt), foi calculada usando a férmula 0.693/t;,. A glicose t; foi calculada usando a
andlise da queda do quadrado da concentragdo de glicose plasmatica durante o decaimento da
fase linear.

Teste de Esforco

Os animais foram submetidos a um teste de esfor¢o, que consistiu da avaliacdo do tempo
maximo de permanéncia em exercicio de natacdo, sem submergir por tempo maior que 4
segundos. Nesse teste, os animais foram avaliados individualmente, em tanque com as mesmas
dimensoes do utilizado no treinamento, com dgua a temperatura de 30-32°C. Os camundongos
do grupo ndo exercitados passaram por um periodo de adaptacdo ao meio aquatico (3 min. por 5

dias consecutivos antes do teste).
Consumo Maximo de Oxigénio:

O VO2 max. foi medidoem esteira metabdlica totalmente selada, (Pan Lab/Harvad

instruments, Barcelona, Espanha) com 25° de inclinagdo, acoplada ao sistema de respirometria
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Oxylet system (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, Espanha). Os valores do consumo de
oxigénio foram coletados utilizando o software Metabolism® (Pan Lab/Harvad instruments,
Barcelona, Espanha), acoplado ao sistema. Considerou-se o valor de VO2 méx. quando a curva
de consumo de O2 atingiu um platd, a despeito do aumento da velocidade da esteira. Os animais
caminharam por 8 minutos (tempo médio necessdrio para a estabilizacdo da concentracdo de
oxigénio e calibragdo automdtica do equipamento). O teste foi iniciado com uma velocidade de
15 m/seg. e foi acrescido mais 15 m/seg a cada 45 seg. O teste era interrompido quando os
animais paravam de correr ou quando passavam a se apoiar na base inferior da esteira, conforme
protocolo descrito por Rezende et al. (2006).

Avaliacoes Efetuadas Apés o Sacrificio
Avaliacoes Efetuadas no Sangue
O plasma foi separado por centrifugagdo a 1800 rpm por 15 minutos a 4°C e foi

armazenado a —20 °C para posterior determinacao da concentracdo de insulina por kit de Eliza da
marca milipore.

A dosagem plasmatica de leucina foi determinada no Centro de Quimica de Proteinas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto USP, sendo as amostras submetidas a hidrélise acida e
aplicadas em um analisador automdatico de aminacidos a concentracdo foi detectada
colorimétricamente e entdo quantificada.

Avaliacoes Efetuadas em Tecidos

Atividade da Enzima Citrato Sintase:
A atividade da enzima citrato sintase foi determinada segundo o método descrito por

Srere (1969). O sistema de reacao continha: 4cido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzéico) (DTNB) 100,0
uM, acetil CoA 300,0 uM e aproximadamente 20,0 ug de proteina mitocondrial. A absorc¢do a
412 nm foi acompanhada por 3 minutos para medir a possivel desacilacdo do acetil-CoA, sendo
posteriormente a reagdo iniciada pela adicdo de 500,0 uM de oxaloacetato. A velocidade de
formacdo dos grupos SH livres correpondente ao CoA-SH e sua complexacdo com o DTNB,
gerando um fon mercaptideo foi monitorada em 412 nm, onde o produto formado apresenta forte
absorcdo. A atividade especifica foi expressa em nanomoles de CoA-SH formado por minuto por
mg de proteina, utilizando-se o coeficiente de extin¢do molar do ion mercaptideo.
Western Blotting

Os animais foram anestesiados e o musculo séleus do membro esquerdo foi extraido. Em

seguida foi administrada uma injecdo contendo 10 unidades de insulina humana (100ul de
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insulina) na veia cava e ap6s 2 min o musculo séleus do membro inferior direito foi retirado
(Arruda, Milanski et al., 2011). O tecido foi homogeneizado em tampao de homogeneizacdo (0,3
M Tris, pH 8,0, 0,1 mL NaCl, 10 mM EDTA, 0,2 M sacarose e 0,01% SDS). Os extratos obtidos
tiveram o seu conteido protéico quantificado pelo método de Bradford (1976). Cerca de 30
pug/ul de proteina/amostra foram separadas por eletroforese gel SDS-PAGE 10% (Hybond,
Amersham) em aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com marcadores de pesos
moleculares conhecidos. Apds corrida, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose de 0,45um (BioRad). Esta foi incubada por 2 h em solucdo bloqueadora de leite
desnatado (5%) para diminuir a ligacdo inespecifica das proteinas. As proteinas foram detectadas
na membrana de nitrocelulose por incubagdo durante 2 h, a temperatura ambiente, com anticorpo
monoclonal especifico para as diferentes proteinas em estudo; p-AKT (Thr-308), p-mTOR (Ser-
2448), p-AS160 (thr-642), p-AMPK (Thr-172), p-FOXO3a (Ser-253) e GAPDH como controle
interno. Apds o tempo de incubagdo, os anticorpos primarios foram removidos e posteriormente
realizada a lavagem das membranas. Em seguida as membranas foram incubadas com anticorpo
secunddrio conjugado com HRP (Invitrogen), diluido 1:1000 em leite desnatado 5%, por 2h.
Apos lavagem, as membranas foram incubadas em solugdo reveladora Super Signal (Pierce) e
colocadas junto a filmes radiograficos (Kodak) para auto-radiografia. A intensidade das bandas
foram avaliadas por densitometria pelo programa Scion Image (Scion Corporation).

Sintese de Proteinas:

A sintese total de proteinas foi determinada em musculos soleus de camundongos
alimentados. Os musculos foram incubados com seus tenddes fixos a suportes apropriados para
manutencdo dos seus comprimentos de repouso, em tampao Krebs Ringer Bicarbonato, contendo
glicose (5 mM) e todos os vinte aminodcidos, em concentracdes semelhantes as encontradas no

plasma de camundongos, conforme apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1:

Concentracao Concentracao

Aminoacidos i Aminoacide Gl

Ac. Aspartico 0.035 Isoleucina 0.100

Ac. Glutdmico 0.174 Leucina 0.170

Alanina 0.450 Lisina 0.400

Arginina 0.200 Metionina 0.070

Asparagina 0.061 Prolina 0.180

Cisteina 0.070 Serina 0.280

Fenilalanina 0.500 Tirosina 0.100

Ap6s um periodo de 1 hora de pré-incubacdo, o meio de incubacdo foi substituido por
meio idéntico acrescido de tracos de tirosina marcada ([U-14C] tirosina; 0,05 uCi/mL), tendo
permanecido os musculos incubados por um periodo final de 2 horas. Em seguida, os musculos
foram removidos de seus suportes e lavados com dgua destilada fria, secos em papel de filtro e
colocados em 2 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 10%. Apds homogeneizagao e centrifugagdo a
1800g por 10 minutos, 1 ml do sobrenadante foi utilizado para a avaliacdo da tirosina livre total
no musculo e uma aliquota de 100 pl foi usada na medida da radioatividade, para a determinacao
da atividade especifica da tirosina de cada musculo separadamente. Posteriormente, o precipitado
foi lavado 3 vezes com 2 mL de TCA 10%. A dissolugdo do precipitado final foi obtida pela
adicao de 1 mL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%, a temperatura ambiente por 12 horas ou
em banho-maria a 40°C por 2 horas. A seguir, foram adicionados 10 mL de coquetel de cintilacao
para contagem da radioatividade em espectrometro de cintilagdo liquida (TRI-CARB 2100TR,
Packard BioScience Company, EUA).

Degradacao de Proteinas:

Os camundongos foram sacrificados por decapitacdo e os musculos soleus foram

mantidos no seu comprimento de repouso por meio de suportes especificos que os prenderam

pelos tenddes. Todos os musculos foram imediatamente incubados a 37°C no tampao Krebs-
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Ringer bicarbonato (0,120M de NaCl; 0,015M de NaHCOs3; 4,828 mM de KCI; 1,2 mM de
MgSOy; 1,212 mM de KH;POy; 2,4 mM de CaCly; pH 7.4; 95% O, 5% CO,), contendo glicose
(5 mM) e cicloheximida (0,5 mM). Os musculos foram entdo pré-incubados por 1 hora e
incubados por mais 1 hora em um novo meio de mesma composi¢do. Logo apds, 1 ml do meio
foi coletado e adicionado a 0,25 ml de 4cido perclérico 1,5 N. Colocou-se 1,5 ml de um reagente
formado por partes iguais de nitroso naftol e acido nitrico. Entdo, as amostras foram para banho a
55° C por 30 minutos. Logo ap6s, 5 ml de cloroférmio foram adicionados as amostras que foram
agitadas vigorosamente. Por fim, foi realizada a centrifuga¢do destas (10 minutos; 24° C; 2500
rotacdes por minuto) e foi coletado somente o sobrenadante em uma cubeta de quartzo para

leitura no fluordbmetro.

Quantificacio do RNA mensageiro (mRNA) por Real-time PCR

Inicialmente as células musculares foram lisadas usando Trizol (1 ml). Trés pug de
RNA foram submetidos a reagcdo de transcricao reversa (RT) para obtencao de cDNA. A reacdo
foi composta por primers randomicos, enzima transcriptase reversa, dNTPs e tampao
especifico, mantidos por 10 min a 25°C, 120 min a 37°C, 5 seg a 85°C e para finalizar um
resfriamento a 4°C. A reacdo de PCR quantitativo foi de um volume final de 15ul, composta por
0.5ul de cDNA, 10 pumol/l de cada primer e 7.5ul de SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). As condi¢des de ciclagem foram de 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95°C
por 10 seg e 60°C por 45 seg. As curvas de amplificacdo foram analisadas utilizando-se o
Sequence Detector System 1.7 (Applied Biosystems). Os primers foram desenvolvidos e testados
contra o genoma Mus Musculus (Gene Bank) para permitir a amplificacdo somente dos genes de
interesse. Os resultados estdo apresentados como % do controle a partir do valor de RQ (Relative
Quantity), que obedece a férmula matematica 2-(AACT). O valor de AACT compreende a
diferenca entre o valor do ciclo da amostra em que se inicia a fase exponencial da curva de
amplificacdo do gene em andlise normalizado pelo valor do ciclo do gene utilizado como controle
enddgeno e o valor do ciclo da amostra referéncia em que se inicia a fase exponencial da curva de
amplificacdo do gene em andlise (Roma, Bosqueiro et al., 2009). Os primers utilizados estdo

descritos na tabela 1.
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Nome do Gene Foward 5° Reverse 5°

MURE-1 5 GACTCCTGCAGAGTGACCAAG 5 CTTCTACAATGCTCTTGATGAGC
PGC-1a 5_CCGTAAATCTGCGGGATGATG 5_CAGTTTCGTTCGACCTGCGTAA
UBE2K 5~ GCGTTCGTGTGCTCGGGTC 5°- CTCCTCCGCCACCGCTACGA
PSMB7 5- TGCCGCAGGAATGCGGTCTTG 5~ AGACCACCCCCGCGATGGTA
UCHLL 5 - GGCGCTTTGCCGACGTGCTA 5 - TTTTCATGCTGGGCCGTGAGGG
Estatistica

Os resultados estdo expressos como média + o erro padrao da média (EPM). Antecedendo
a aplicagdo da andlise paramétrica ANOVA Two-Way (varidveis exercicio e suplementagdo com
leucina), os dados foram checados quanto a homogeneidade de variincia e normalidade com os
testes de Levene e Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors), respectivamente. Para correcdo de
heterogeneidade de variancia ou ndo normalidade, os dados foram transformados em logaritmo
antes de serem submetidos ao teste paramétrico. Efeitos significantes da variavel “exercicio” sdo
representados pelo simbolo #, e da variavel “suplementagdo com leucina”, pelo simbolo $. Nos
casos de deteccao de interacdo entre as duas varaveis pela ANOVA Two-Way, o teste post hoc de
Newman-Keuls foi empregado, e letras foram utilizadas para mostrar diferenca estatistica entre
os grupos (letras diferentes indicam diferenca estatistica). p<0.05 foi considerado significante

estatisticamente.
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RESULTADOS

Na figura 1 apresentamos os dados do peso corporal (A), peso relativo do misculo séleus
(B) e peso relativo da gordura retro peritoneal (C) nos grupos C, CL, T e TL. Demonstramos que
o ganho de peso foi significativamente menor nos animais treinados, a partir da 5* semana
(Figura 1A). Houve um efeito do exercicio também sobre os valores de peso relativo do musculo
sOleo e peso relativo da gordura retroperitoneal. Como mostra a figura 1B, o peso relativo do
musculo séleus foi significativamente maior nos animais treinados. J4 o peso relativo da gordura
retro peritoneal foi significativamente menor nos grupos treinados (Figura 1C). A suplementagdo

com leucina ndo foi capaz de induzir alteracOes nesses parametros.
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Fig. 1 — (A) Evolucdo da massa corpérea de camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL, T, TL
entre a 1* e 12* semana de vida. n=8-10. (B) Peso relativo do musculo séleo ao final do
experimento. n=5-6 (C) Peso relativo da gordura retro peritoneal ao final do experimento n=5-6.
Os resultados sdo expressos como média e erro padrdo da média. # representa diferenca

estatistica por efeito do exercicio.
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Realizamos diversas andlises para testar a eficiéncia do nosso protocolo de treinamento,

inclusive um teste de esforco em natagcdo nos grupos C, CL, T e TL. Na fig.2 podemos observar

que o treinamento induziu um aumento significativo na tolerancia ao esforco fisico nos grupos T

e TL.
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Fig. 2 - Teste de esfor¢co de camundongos swiss fémeas C, CL, T, TL apds 12 semanas de

tratamento. Os resultados sdo expressos como média e erro padrio da média. # representa

diferenca significativa por efeito do exercicio. n=8-10.

Avaliamos também o consumo maximo de oxigénio nos grupos C, CL, T e TL. Houve

efeito do exercicio e interacdo entre as duas varidveis estudadas, exercicio e suplementacdo com

leucina. A suplementacdo com leucina aumentou o VO, méax no grupo CL em relag¢do ao C. O

treinamento aumentou o VO, médx de forma semelhante entre os grupos T e TL, que foi maior

que nos grupos C e CL. Fig.3.
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Fig. 3 - Teste de consumo maximo de oxigénio em camundongos swiss fémeas C, CL, T, TL
ap6s 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e erro padrao da média.
# representa diferenca significativa por efeito do exercicio. Letras diferentes apontam diferenca

em relacdo as demais letras n=5.

Ainda com o mesmo objetivo, testar a eficiéncia do protocolo de treinamento, realizamos
a andlise da atividade da enzima citrato sintase em musculo séleus de camundongos swiss nos
grupos C, CL, T e TL. Verificamos que os animais treinados tiveram um aumento significativo
na atividade da enzima citrato sintase e que a suplementagdo com leucina potencializou este

efeito nos animais TL. Fig- 4.
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Fig. 4 — Atividade da enzima citrato sintase de camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL, T,
TL ap6s 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e erro padrao da
média. # representa diferenca significativa por efeito do exercicio. & representa diferenca

estatistica e efeito somatério do exercicio com a suplementacdo n=4-5.
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Na figura 5 - apresentamos os valores da leucinemia de jejum nos grupos C, CL, T e TL.

A suplementacdo com leucina induziu aumento significativo nos niveis de leucina plasmaética nos

grupos tratados (CL e TL).
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Fig.5 - Concentracdo de leucina plasmdtica de camundongos swiss fémeas C, CL, T, TL ap6s 12

semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e erro padrio da média. &

representa diferencga significativa por efeito da suplementacao com leucina n=5 animais/grupo.

Diversos experimentos funcionais foram realizados para analisar o controle glicémico dos

grupos estudados C, CL, T e TL. Na Figura 6* presentamos os valores da glicemia durante teste

de tolerancia a glicose (ipGTT). Observamos efeito prejudicial da suplementacdo com leucina na

tolerancia a glicose, demonstrado pela maior drea abaixo da curva glicémica durante ipGTT dos

animais CL e TL (Figura 6B).
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Fig. 6 — (A) Curva glicémica durante ipGTT e (B) area abaixo da curva glicémica durante ipGTT
de camundongos swiss fémeas C, CL, T, TL ap6s 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo
expressos como média e erro padrao da média. & Representa diferenca estatistica por efeito da

suplementa¢do com leucina. n=10 animais/grupo.

Analisamos também, a insulinemia durante o ipGTT nos grupos C, CL, T e TL.
Observamos que o exrcicio induziu uma diminui¢cdo da concentragdo plasmatica de insulina nos
tempos 0 e 60 do ipGTT, enquanto a suplementagdo com leucina gerou aumento significativo
nesse parametro no tempo 60 do referido teste. fig.7A. J4 na fig.7B podemos notar que houve

efeito significativo apenas do exercicio na AUC de insulina durante o ipGTT.
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Fig. 7 — (A) Curva insulinémica durante o ipGTT (Tempos 0, 30 e 60 min). (B) Area abaixo da
curva da insulinemia obtida durante ipGTT (Tempos 0, 30 e 60 min). Os resultados sdo expressos
como média e erro padrdo da média. # Representa diferenca estatistica por efeito do exercicio; &

representa diferenca estatistica por efeito da suplementacdo com leucina n= 5-7.

Realizamos também, teste de tolerancia a insulina (ipITT) nos grupos C, CL, T e TL. Na
figura 8B - encontram-se os valores do kITT dos mesmos grupos, calculados a partir dos valores
glicémicos mostrados na fig.8A. Verificamos efeito significativo do treinamento sobre a
sensibilidade a insulina, com maior valor de KiTT nos grupos T e TL, um indicativo de maior

sensibilidade ao hormo6nio nos grupos treinados.
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Fig. 8 — Curva glicémica durante teste de tolerancia a insulina (A) e (B) valores de kITT de
camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL, T, TL apds 12 semanas de tratamento. Os
resultados sdo expressos como média e erro padrdo da média. # Representa diferenca estatistica

por efeito do exercicio n=8-10.

Para complementar os experimentos funcionais fizemos andlises ao nivel molecular.
Resolvemos dosar a expressdo protéica da p-AKT (Thr-308) no musculo sdéleus nos grupos C,
CL, T e TL. Para avaliar se os tratamentos modulavam a via de sinaliza¢do insulinica. A ANOVA
apontou interacdo entre os efeitos do exercicio e da suplementacdo com leucina tanto na condi¢ao
basal quanto na estimulada com insulina. O teste pos hoc indicou que a expressdo protéica da p-
AKT (Thr-308) em condicdes basais estava diminuida em relagdo ao controle nos grupos CL e T.
Na condicao estimulada com insulina observamos diminuicao da fosforilacio da AKT no grupo
CL. Fig.9.
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Fig. 9 — Expressdo da p-AKT (Thr-308) em condic¢do basal (-) e estimulada com insulina (+) (10
unidades via veia cava) no miusculo soleus de camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL, T e
TL ap6s 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e erro padrdo da

média. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos. n=3.

Existem outras proteinas que interferem nas funcdes bioldgicas investigadas em nosso
estudo, como por exemplo a p-mTOR (Ser-2448). N6s avaliamos o nivel de expressdo proteica
da p-mTOR (Ser-2448) no musculo soleus nos grupos C, CL, T e TL, e observamos que na
condi¢do ndo estimulada houve interacdo entre os efeitos do exercicio e suplementagdo com
leucina. O teste pos hoc indicou que a expressao protéica da p-mTOR (Ser-2448) em condigdes
basais foi significativamente maior no grupo CL. Ja na condicd@o estimulada com insulina, houve
apenas efeito significativo do exercicio sobre a fosforilagdo da mTOR (Ser-2448). Observamos

uma diminui¢do na expressao da referida proteina nos grupos T e TL. Fig.10.
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Fig. 10 — Expressdo protéica da p-mTOR (Ser-2448) no musculo soleus em condicao basal (-) e
estimulada com insulina (+) (10 unidades via veia cava), em camundongos swiss f€meas dos
grupos C, CL, T e TL apds 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e
erro padrio da média. # Representa diferenca significativa por efeito do exercicio. Letras

diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos.n=3.

A proteina AS-160 (Thr-642) é conhecida como o ponto de convergéncia entre a cascata
insulinica e vias que induzem a captacdo de glicose de forma independente de insulina, dai a
importancia da dosagem da referida proteina em nosso estudo. NOs avaliamos o nivel de
expressdao da p-AS-160 (Thr-642) em musculo sdleus dos grupos C, CL, T e TL. A ANOVA
apontou efeitos do exercicio, da suplementacdo com leucina, e intera¢do entre os efeitos das duas
varidveis tanto na condicdo basal quanto na estimulada por insulina. O teste post hoc indicou
aumento significativo na fosforilagdo da AS160 (Thr-642) nas condi¢Oes basais e estimuladas

com insulina apenas no grupo T. fig.11.
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Fig. 11 — Expressao da p-AS160 (Thr-642) em condi¢do basal (-) e estimulada com insulina (+)
(10 unidades via veia cava) no musculo soleus de camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL,
T e TL apds 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e erro padrao da

média. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos. n=3.

Outra proteina importante para melhor entendermos as sinalizacdes moleculares
envolvidas dentro do contexto do nosso estudo € a AMPK, portanto decidimos dosar o nivel de
expressao da p- AMPK (Thr-172) no musculo séleus nos grupos C, CL, T e TL. A ANOVA
apontou efeitos do exercicio na condi¢do basal e estimulada com insulina, com maior expressao
da referida proteina em ambas as condicdes nos grupos T e TL. Houve ainda efeito da
suplementagdo com leucina na condicdo estimulada com insulina, onde podemos observar que a
suplementa¢do com o aminodcido diminuiu a fosforilacio da AMPK provocada pelo exercicio no

grupo TL. Fig.12.
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Fig. 12 — Expressdao da p-AMPK (Thr-172) em condicdo basal (-) e estimulada com insulina (+)

(10 unidades via veia cava) no musculo soleus de camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL,
T e TL ap6s 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e erro padrao da

média. # indica efeito do exercicio, $ indica efeito da suplementacdo. n=4.

O fator de transcricio FOXO3a esta envolvido com o controle da expressdo de genes
envolvidos com vias de degradacdo proteica, por isso dosamos o nivel de expressdo da p-
FOXO03a no misculo soleus nos grupos C, CL, T e TL. A ANOVA apontou efeito do exercicio
tanto na condi¢cdo basal quanto na estimulada com insulina. O exercicio provocou uma redugao
em ambas as condi¢Oes. J4 a suplementacdo demonstrou efeito somente na condi¢do estimulada

com insulina, também induzindo. Fig.13.
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Fig. 13 — Expressdo da p-FOXO3a (Ser- 253) em condi¢do basal (-) e estimulada com insulina
(+) (10 unidades via veia cava) no musculo séleus de camundongos swiss fémeas dos grupos C,
CL, T e TL apds 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e erro

padrao da média. # indica efeito do exercicio. $ indica efeito da suplementag¢ao.n=4.

Realizamos experimentos funcionais para avaliar a sintese de proteinas no musculo séleus
isolado dos grupos C, CL, T e TL. Apesar da tendéncia em diminuicdo do nivel da sintese
proteica observado no grupo T em relacdo ao grupo C a ANOVA ndo demonstrou efeito dos

tratamentos (exercicio ou suplementacdo com leucina).
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Fig. 14 — Sintese de proteinas no musculo séleus isolados de camundongos swiss fémeas dos

grupos C, CL, T e TL ap6s 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e

erro padrao da média. n=6-8.

Avaliamos também a degradacdo de proteinas por musculo séleus isolados dos grupos C,

CL, T e TL. A ANOVA apontou efeito somente do exercicio, que reduziu significativamente a

degradacao protéica nos grupos T e TL. A suplementacdo com leucina ndo gerou alteracdes neste

parametro. Fig.15.
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Fig. 15 — Degradacao de proteinas de musculo sdleus isolados de camundongos swiss fémeas dos

grupos C, CL, T e TL apds 12 semanas de tratamento. Os resultados sdo expressos como média e

erro padrao da média. # indica efeito do exercicio. n=4.
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Analisamos a expressao de genes envolvidos com a via do SUP no musculo séleus dos
grupos C, CL, T e TL. Verificamos efeito significativo do exercicio em reduzir a expressao

génica da MURF1. A suplementacdo com leucina ndo gerou alteragdes neste parametro. Fig.16.
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Fig. 16 — Expressao do mRNA do gene MURF-1 em miusculo soleus analisado por real time RT-
PCR em camundongos swiss fémeas C, CL, T e TL apds 12 semanas de tratamento. Os
resultados sdo expressos como média e erro padrdo da média. # Representa diferenca

significativa por efeito do exercicio. n=4-5.

A andlise da expressdo génica da UBE2K no musculo séleus dos grupos C, CL, T e TL.
Demonstrou que o exercicio fisico foi capaz de diminuir a expressdo génica da UBE2K. A

suplementagao com leucina nao induziu altera¢des neste parametro.Fig.17.
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Fig. 17 — Expressdo do mRNA do gene UBE2K analisado por real time PCR em musculo soleus
de camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL, T e TL ap6s 12 semanas de tratamento. Os
resultados sdo expressos como média e erro padrdo da média. # Representa diferenca

significativa por efeito do exercicio. n=4-5.

Avaliamos também a expressdao génica da PGC-1a em musculo soleus dos grupos C, CL,
T e TL. Houve efeito significativo do exercicio e da suplementacio com leucina sobre esse
parametro, mas ndo houve interagdo entre os efeitos das duas varidveis. Tanto a suplementagdo

com leucina como o exercicio aumentaram a expressao génica da PGC-1a. Fig.18
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Fig. 18 — Expressao do mRNA do gene PGCI1-a em musculo soleus analisado por real time PCR
em camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL, T e TL apdés 12 semanas de tratamento. Os
resultados sdo expressos como média e erro padrdo da média. # Representa diferenca
significativa por efeito do exercicio. & representa diferenca significativa por efeito da

suplementag¢do com leucina. n=5-6.
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Avaliamos a expressdo do gene PSMB7 (gene relacionado com a subunidade catalitica
do proteossomo) no musculo séleus dos grupos C, CL, T e TL. Houve interagcdo entre os efeitos
do exercicio e da suplementacdo com leucina sobre esse parametro. O teste post hoc indicou

aumento significativo na expressao génica da PSMB7 no grupo T em relagdo aos demais grupos.
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Fig. 19 — Expressao do mRNA do gene PSMB7 em musculo séleus analisado por real time RT-
PCR em camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL, T e TL apos 12 semanas de tratamento.
Os resultados sao apresentados como média e erro padrao da média. Letras diferentes indicam

diferenca significativa entre os grupos. n=5-6.

Encerramos as andlises de expressdo g€nica em nosso estudo com a dosagem da
expressdo do gene UCHL1 no misculo sdleus dos grupos C, CL, T e TLA ANOVA apontou
efeito significativo do exercicio e interacdo entre os efeitos do exercicio e suplementacdo com
leucina. O teste post hoc mostrou maior expressdao do referido gene no grupo T. em relagdo aos

demais grupos.
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Fig. 20 - Expressao do mRNA do gene UCHLI1 no musculo soleus analisado por real time RT-

PCR em camundongos swiss fémeas dos grupos C, CL, T e TL apds 12 semanas de tratamento.

Resultados expressos como média e erro padrao média. #Representa diferencga significativa por

efeito do exercicio. Letras diferentes indicam diferenca significativa em relacdo as demais

letras.n=5-6.
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DISCUSSAO
Diversos trabalhos tém demonstrado que o exercicio fisico de endurance promove

aumento na captagcdo de glicose pelo musculo esquelético (Zierath, 2002; Pauli, Cintra et al.,
2009). Além disso, a reduc@o do peso corporal associada com o aumento da atividade fisica esta
relacionada com reducdo da incidéncia de diabetes e outros distirbios metabdlicos (Knowler,
Barrett-Connor et al., 2002). Demonstramos nesse trabalho que 12 semanas de exercicio fisico de
longa duragdo foi capaz de promover a redu¢do do ganho de peso nos animais T e TL e que esta
redu¢do no peso se deve, principalmente pela reducdo de tecido adiposo, (Fig.1). Embora
diversos estudos tenham demonstrado efeito da suplementagdo cronica com leucina em reduzir o
peso (Zhang, Guo et al., 2007; Balage e Dardevet, 2010; Torres-Leal, Fonseca-Alaniz et al.,
2011) o mesmo ndo foi observado em nosso trabalho. Esta divergéncia talvez se deva ao fato de
que, este efeito da suplementacdo em induzir um menor ganho de peso, tenha sido observado
somente em animais que receberam dieta rica em gordura. No trabalho publicado por (Balage e
Dardevet, 2010), entretanto, os animais alimentados com dieta padrdo e suplementados com
leucina (4,5%) demonstraram um aumento em torno de 27% no conteudo de gordura perirenal.
Em nosso estudo, os animais CL demonstraram forte tendéncia no aumento da gordura
retroperitoneral, porém esta diferenga ndo foi estatisticamente significante.

Para caracterizacdo de nosso modelo de treinamento fisico realizamos teste de esforco,
que consistiu da analise do tempo maximo de permanéncia do animal em meio aquitico sem
submergir por tempo maior que 4 seg., € confirmamos a efetividade do nosso protocolo de
treinamento em induzir melhoras significativas na performance no referido teste. Os animais TL
tiveram uma resposta ainda mais satisfatoria (fig.2) corroborando dados obtidos em outros
trabalhos (Crowe, Weatherson et al., 2006; Matsumoto, Koba et al., 2009). Complementamos o
teste de exaustdo com a analise do consumo méiximo de oxigénio em esteira € observamos que os
animais T e TL aumentaram sua potencia aerdbia, porém sem a interacdo das intervengdes
(treinamento / suplementacdo). O grupo CL também obteve aumento neste parametro em relagao
ao grupo C (fig.3). Um padrdo muito parecido foi verificado na analise da atividade da enzima
citrato sintase (fig.4). N6s hipotetizamos que a melhor performance do grupo TL em relagdo aos
demais, se deve a um desvio do metabolismo da glicose para o de aminodcidos, poupando assim,
os estoques de glicogénio, visto que estes animais do grupo TL apresentaram um valor de

leucinemia maior do que o dos grupos C e T, e menor que o grupo CL. Este dltimo, apresentou
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maior concentracdo plasmadtica de leucina que os demais (Fig. 8). Esta hipdtese ganha forga,
quando observamos os resultados obtidos por nosso grupo sobre a concentracdo de glicogénio
muscular, com valores maiores nos grupos CL, T e TL comparado com o grupo C (dados ndo
publicados). Esta resposta aos tratamentos (treinamento e suplementa¢do com leucina) fica ainda
mais aparente no tecido hepético, com os grupos CL e T apresentando um conteddo de glicogénio
maior que o grupo C. Os animais do grupo TL se sobrepdem aos demais, demonstrando um efeito
somatdrio do exercicio e suplementa¢do com leucina neste parametro (dados nao publicados).

Os beneficios do exercicio fisico também estdo presentes no controle da homeostase
glicémica (Hawley e Lessard, 2008) e aumento na sensibilidade a insulina (Zierath, 2002). De
forma semelhante, nesse trabalho, observamos aumento do kITT, nos grupos T e TL (Fig.5b), e
forte tendéncia a uma menor drea abaixo da curva no teste de tolerancia a glicose no grupo T
(Fig. 7b). O aumento na captacdo de glicose por individuos treinados parece ndo afetar a via
insulinica clédssica ou pelo menos suas etapas iniciais IR, PI3K, IRS-1 e AKT (Funai, Schweitzer
et al., 2010; Maarbjerg, Sylow et al., 2011). O exercicio fisico pode gerar um aumento na
captacao de glicose por um mecanismo independente de insulina. Esse mecanismo ocorre durante
o exercicio agudo e sua magnitude depende do tempo, duracio, intensidade e tipo de exercicio.
(Maarbjerg, Sylow et al., 2011).

Embora o exercicio agudo afete a captagdo de glicose por mecanismos independentes de
insulina, o exercicio também potencializa a sensibilidade ao referido hormonio, e este efeito pode
perdurar por até 48 h apos a execugdo do mesmo. Com relacdo aos efeitos do exercicio cronico,
os dados apresentados na literatura aind sdo escassos. (Hawley e Lessard, 2008; Frgsig e Richter,
2009; Funai, Schweitzer et al., 2010; Maarbjerg, Sylow et al., 2011).

Como as etapas proximais da via de sinalizagc@o insulinica ndo parecem serem alteradas
pelo exercicio, estes mesmos autores sugerem outras proteinas como possiveis candidatos:
AMPK, PKC, AS-160 dentre outras. Esta teoria pode ser reforcada com os dados obtidos em
nosso trabalho, tendo em vista que os animais T e TL ndo demonstraram diferenca em relacao ao
grupo C na fosforilagdo da AKT na condi¢ao basal ou estimulada com insulina (FIG.9).

Existe um ponto de convergéncia entre as vias que induzem a captacdo de glicose
mediada por exercicio e pela insulina através da proteina substrato da AKT de 160 kda, também
chamada de AS160. Esta proteina pode ser fosforilada pela AKT, que por sua vez é fosforilada

pela sinalizacdo insulinica, ou ainda, pela AMPK, que pode ser ativada pela contra¢cdo muscular,
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de maneira bilateral, ou seja, a contracdo muscular pode aumentar o nivel sarcoplasmético de
célcio e assim fosforilar a AMPK via Célcio Calmodulina Kinase, ou e o misculo em contracao
pode levar & um aumento da razdio AMP/ATP e aumentar a atividade da AMP via LKB-1.
(Nader, 2006; Maarbjerg, Sylow et al., 2011; O'neill, Maarbjerg et al., 2011).

Quando fosforilada, a AS160 permanece associada a proteina 14-3-3 e inibida, ou seja,
nio executa a sua atividade GTPasica e permite que o GTP fique associado as vesiculas que
contém o GLUT-4 aumentando a sua translocagao até a membrana plasmatica. Em nosso estudo
demonstramos que a fosforilagdo da AS160 é maior no grupo T em relacdo ao C tanto em
situac@o basal quanto em condicdo estimulada com insulina. A suplementacdo com leucina no
grupo TL aboliu o efeito do exercicio (fig.11). Esta resposta pode ser resultado de uma menor
ativacdo de proteinas ndo relacionadas com a via candnica da insulina no grupo TL, visto que a
fosforilagdo da AKT foi semelhante ao grupo T. Essa hip6tese ganha for¢ca quando analisamos os
resultados obtidos no nivel de expressio da proteina p-AMPK (Thr-172), (fig.12), pois
verificamos que os animais treinados apresentam uma maior expressdo da proteina supra-citada,
tanto em condi¢Oes basais quanto estimuladas com insulina, o que explicaria 0 aumento na p-
AS160 (Thr-642) observadas no grupo T. Acreditamos que sejam estas alteragdes moleculares as
responsaveis para os resultados obtidos no ipGTT por exemplo, (fig.8) onde o grupo CL e TL
apresentaram uma menor tolerancia a glicose.

Surpreendente, o aumento observado na expressao da p-AMPK (Thr-172), do grupo T em
relacdo aos demais foi ainda mais evidente nas condi¢Oes estimuladas com insulina, sugerindo
que a proteina up-stream a AMPK nessa condi¢do seria a CAMKII, visto que a insulina induz o
aumento nos niveis de célcio citoplasmdtico no musculo esquelético, (LANER, et al 2006,
ESPINOSA, et al, 2009). O aumento do cdlcio por sua vez, poderia aumentar a atividade da
CAMKII, que resultaria em uma maior ativacio da AMPK. Dados ndo publicados do nosso
grupo tem demonstrado que o exercicio fisico aumenta o nivel de fosforilagdo da CAMKII em
condic¢des estimuladas com insulina em relacdo ao controle. Sendo assim, pretendemos realizar a
dosagem do nivel de fosforilacio da CAMKII em experimentos futuros para podermos defender
com mais convic¢do tal hipétese. Ja que, outros estudos tém proposto que a CAMKKII nao
participa do aumento na sensibilidade a insulina induzida por exercicio agudo em musculos

excitados eletricamente in vitro (WITCZAK, CA, et al, 2010).
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Diversos estudos tém demonstrado que a suplementacio com leucina pode induzir
prejuizos na captagdo de glicose por diminuir o nivel de fosforilacio da AMPK (Saha, Xu et al.,
2010). Paralelamente, isso diminuiria a acdo inibitéria da AMPK sobre a proteina alvo da
rapamancina em mamiferos (mMTOR). A mTOR, quando fosforilada, se torna ativa e fosforila a
proteina p70S6K que, por sua vez, atua sobre o subtrato do receptor de insulina 1 (IRS-1),
fosforilando-o em residuos de serina, um residuo que quando fosforilado torna o IRS-1 inibido.
Em outras palavras, esta via mTOR - p70S6K — IRS-1 funciona como um sensor do status
energético da célula através de um mecanismo de retroalimentag¢do negativa, impedindo que mais
nutriente seja absorvido por uma célula rica em energia (Saha, Xu et al., 2010).

Em nosso estudo observamos que a suplementacdo com leucina diminuiu o nivel de
expressdo da p-AMPK (Thr-172), nas condi¢es estimuladas com insulina no grupo CL e
bloqueou o aumento na expressao da mesma no grupo TL ou seja, o0 aumento na expressao da p-
AMPK (Thr-172) observada no grupo T, ndo foi evidenciado no grupo TL, na mesma magnitude,
dados que vao ao encontro dos resultados obtidos nas anélises de drea abaixo da curva do ipGTT,
KITT e nivel de fosforilagdo da AS-160. Este efeito da suplementagdo com leucina em bloquear
o efeito do treinamento sobre a expressdo da p-AMPK (Thr-172), ndo foi observado nas
condi¢Oes basais sem estimulo com insulina, onde ambos 0s grupos responderam com aumento
similares (T e TL).

Para explorar melhor este complexo sistema de sinalizagcdo, nés analisamos a atividade da
mTOR e notamos que os grupos T e TL tiveram menor fosforilacdo dessa proteina do que os
demais grupos na condic@o estimulada com insulina. Na condicdo basal, a fosforilagio da mTOR
foi menor nos demais grupos em relacdao ao grupo CL. Porém, tendo em vista que a fosforilacao
da AKT foi menor no grupo CL, inferimos que este aumento na p-MTOR possa ter sido induzida
também por mecanismos independentes da insulina, possivelmente por uma intera¢io direta da
leucina com a mTOR, regulacdo ja proposta em outros trabalhos (Cohen et al, 2009)

A proteina mTOR também é conhecida por suas agcdes sobre a sintese protéica através da
facilitacdo de etapas fundamentais do processo de iniciacdo da tradugdo protéica atuando
basicamente sobre trés proteinas - a 4EBP-1, EIFAG e p70S6K. A mTOR fosforila e inibe a
4EBPI1, uma proteina inibidora da iniciacdo da tradugdo protéica. Uma vez inibida, a 4EBP-1
libera o EIF4E, que pode se acoplar ao EIF4G, o qual estd também sob controle da mTOR, e ao

EIF4A, o que forma o complexo EIF4F. A montagem desse complexo € necessdria para a
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continuacdo da etapa de inicia¢do da tradu¢do do RNA mensageiro em proteina. J4 a p70S6K,
quando fosforilada pela mTOR, se torna ativa e estimula a traducdo, bem como a elongacdo da
sintese protéica (Baar, Nader et al., 2006; Matsakas e Patel, 2009; Goodman, Mayhew et al.,
2011).

Diversos estudos tém demonstrado que a mTOR pode ser ativada pela suplementacdo de
aminodcidos, principalmente os de cadeia ramificada, e que esta resposta pode ser aumentada
quando administrada somente leucina. Sabe-se também que o exercicio resistido ou de for¢a pode
também contribuir para o aumento de sua fosforilacio por mecanismos ainda ndo totalmente
esclarecidos (Nader, 2006; Goodman, Mayhew et al., 2011). Quando se trata dos efeitos do
treinamento de endurance sobre os mecanismos de sintese protéica, os dados na literatura sdo
muito escassos, e quando se refere a associacdo deste tipo de exercicio com a suplementagdo com
leucina e seu efeitos sobre a referida situacdo este quadro se agrava. Em nosso trabalho a
suplementacdo com leucina promoveu um aumento na fosforilacdo da mTOR nas condi¢des
basais, e o treinamento induziu uma diminui¢do da fosforilacdo desta proteina nas condi¢des
estimuladas com insulina. A suplementacdo com leucina no grupo TL ndo foi suficiente para
bloquear este efeito inibitorio do exercicio sobre a atividade da mTOR. Entretanto, néo
encontramos diferenca entre os grupos na sintese protéica (fig. 14), sugerindo que as alteracdes
moleculares encontradas nao foram de magnitude suficiente para influenciar esse processo.
Apesar disso, o peso do musculo soleus de ambos os grupos treinados (T e TL) foi maior em
relacdo aos grupos nao exercitados (C e CL).

O aumento do peso do musculo sdleus na auséncia de alteragdo da sintese protéica nos
levou a levantar a hipétese de que ambas as intervencdes, suplementacdo e exercicio de
endurance, poderiam acarretar no aumento da massa muscular por um mecanismo dependente da
inibicdo da degradacdo proteica, pois como se sabe, a manutencdo da massa muscular se d4
através do equilibrio dindmico entre sintese e degradacdo de proteinas. Confirmamos esta
hipétese com o experimento de degradacdo proteica avaliando o nivel de liberagdo de tirosina do
musculo séleus dos grupos estudados e verificamos que nosso protocolo de exercicio reduziu a
degradacdo de proteinas musculares (fig 15).

Uma outra hipétese que nos ajuda a explicar o maior peso do misculo encontrado nos
grupos T e TL mesmo sem apresentar diferenga na sintese de proteinas € o aumento no contetido

de glicogénio muscular encontrado nestes animais (dados nao publicados), acreditamos também
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que embora os tratamentos (suplementacdo e treinamento), nao tenham levado a um aumento do
contetido de proteinas estruturais o mesmo ndo deve ter ocorrido com proteinas funcionais.
Tendo em vista que, outros estudos t€m demonstrado que a suplementagao com leucina induz um
aumento na sintese de proteinas mitocondriais e do sarcoplasma sem afetar a sintese de miosina
(Guillet, et al, 2004).

Este foi um dado muito interessante encontrado em nosso estudo, ja que pouco se sabe
sobre como o exercicio fisico de endurance pode modular a degradacio protéica da musculatura
esquelética, pois esse processo ndo consiste apenas da situacdo reversa dos mecanismos de
sintese protéica deste tecido, e ocorre principalmente através do sistema ubiquitina proteossomo
ATP- dependente (SUP). Esta via € fundamental nos processos de atrofia muscular que
acometem uma variedade de condicdes, incluindo cédncer, caquexia, sepsia, jejum, exposicao a
glicocorticéides, desuso, diabetes entre outros (Sandri, Sandri et al., 2004). O SUP envolve
basicamente duas etapas essenciais - a poliubiquitinizacdo da proteina e a degradacdo mediada
pelo proteossomo. A poliubiquitinizacdo da proteina € regulada por um processo multi-
enzimatico que requer ATP, a enzima ativadora de ubiquitina (E1), a enzima conjugadora de
ubiquitina (E2) que funciona sozinha ou na presenga da ubiquitina ligase (E3), esta ultima,
responsdvel pelo reconhecimento do substrato e marcacdo do mesmo com moléculas de
ubiquitina (Bodine, Latres et al., 2001), demonstraram que animais knockout para as E3 ligases
Murf-1 e Maf-bx apresentaram redug¢do maior do que 50% no nivel de atrofia do musculo
esquelético induzido por denervagdo. Assim, a analise da expressdo gé€nica destas enzimas
permite inferir o nivel de degradacdo protéica presente no miusculo esquelético. Um outro
processo que pode interferir com o nivel de degradagao protéica no musculo esquelético € a etapa
conhecida como desubiquitinizacdo mediada por enzimas desubiquitinantes. A regulacdo da
expressao génica destas enzimas € bastante controversa na literatura, ja que, existem estudos que
apontam que elas podem ter sua expressdo aumentada por condicdes de estimulo a degradacao
como a imobiliza¢do (Wing, 2005) ou ainda ndo ser alterada por estes processos (Baptista, Leal et
al., 2010). Alguns trabalhos t€ém apontado que a expressdo destas enzimas ndo é paralela ao
aumento do SUP, mas sim inversamente proporcional a massa muscular. Esta divergéncia da
funcdo das enzimas desubiquititantes se da devido a grande variedade de isoformas encontradas e

diferentes modelos empregados para o seu estudo (Attaix, Ventadour, Codran et al., 2005).
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Nés analisamos em nosso estudo a expressdao de genes chaves no SUP e observamos que
o treinamento foi eficaz em diminuir a expressdo do RNA mensageiro da E3 ligase MURF-1,
enzima chave nos processos de degrada¢do muscular (Bodine, Latres et al., 2001; Sandri, Sandri
et al., 2004; Baar, Nader et al., 2006). Embora o grupo CL tenha demonstrado tendéncia na
diminuicdo deste gene, esta ndo foi estatisticamente significante. O mesmo padrio foi verificado
com a expressdo do RNA mensageiro da E2 EB2K. N6s hipotetizamos que a modulacdo do
exercicio sobre estes genes pode ser através da PGC-la, fator de transcri¢do que tem sido
postulado como supressor dos atrogenes (genes relacionados com a atrofia do musculo
esquelético) (Sandri, Lin et al., 2006). A PGC1-a diminui a expressdo do fator de transcricao
FOXO que, na forma desfosforilada, se torna ativo e migra para o nucleo, onde interage com o
promotor génico das E3 ligases e outros fatores indutores da degradagdo protéica (Brault,
Jespersen et al., 2010). Em nosso trabalho, a expressdo do RNA mensageiro da PGC 1- a foi
aumentada pelo exercicio e exacerbada com a suplementacdo com leucina. No entanto, a
diminui¢do na expressao génica das E2 e E3 ligases sé foi observada no grupo T e TL, o que
sugere que embora a expressio génica da PGC-la seja extremamente aumentada pela
suplementacdo com leucina, sua acdo bloqueadora da expressdo de genes relacionados com a
atrofia muscular deve ser regulada por mecanismos distintos, uma vez que existem diferentes
formas de regulacdo da PGC-1a, (Silveira, Pilegaard et al., 2006; Rodgers, Lerin et al., 2008).

Nés avaliamos a expressdo da p-FOXO3a (Ser-253) e observamos que o exercicio fisico
induziu uma diminui¢do na mesma, tanto nas condi¢des basais quanto nas estimuladas com
insulina, e a suplementacdo reduziu a expressdo da referida proteina na condicdo estimulada.
Acreditamos que este efeito se deva a uma diminui¢do do contetddo total da FOXO3a induzida
pela PGC-1a, o que explicaria a diminui¢do observada nos genes da via do SUP e conseqiiente
reducdo da degradagdo protéica nos grupos T e TL demonstrada neste trabalho, visto que, como
citado anteriormente, a expressdo do mRNA da PGC-1a em todos os grupos tratados estavam
aumentados.

Quando marcadas com as moléculas de ubiquina, as proteinas alvo do SUP sao
reconhecidas pela subunidade 19S do proteossomo 26S e direcionadas para a subunidade 20S, a
regido catalitica, localizada no centro do proteossomo, onde existem diversas enzimas que irdo
degradar as proteinas em pequenos peptideos e/ou aminodcidos. No entanto, o nivel de

degradacdo depende também da atividade destas enzimas (Attaix, Ventadour, Taillandier et al.,
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2005). Nos verificamos que o treinamento imposto em nosso estudo induziu um aumento em
torno de 100% em relacdo ao controle na expressio do RNA mensageiro da PSMB7, uma
subunidade catalitica do complexo multi-enzimdtico que envolve a subunidade catalitica 20S do
proteossomo. A suplementacdo com leucina no grupo TL aboliu este efeito. Inferimos que o
aumento observado no grupo T confere uma maior eficiéncia ao SUP destes animais, uma vez
que eles possuem uma diminui¢ao muito expressiva das E3 ligases e precisam de maior eficiéncia
nas etapas finais do sistema para garantir a manutencao do furn-over protéico necessario para a
renovagao e manuten¢do do tecido muscular.

Um outro dado surpreendente encontrado em nosso estudo foi 0 aumento na expressiao do
RNA mensageiro da UCHL-1, o gene que codifica a enzima desubiquitinante que leva o mesmo
nome do gene, nos animais treinados. A funcdo exata da UCHLI1 nao é conhecida, mas acredita-
se que enzimas desubiquitinantes sejam importantes reguladoras de uma grande variedade de
processos celulares, uma vez que elas podem reverter modilifacdes catalizadas por ligases de
ubiquitina. A UCHL1 € superexpressa em uma variedade de cancers (kim et al. 2009; Hussain et
al. 2010). Recentemente Hussain et al (2010) observaram que a expressdao aberrante da UCHLI
leva a um aumento dramatico na sinalizacdo da Akt in vitro e in vivo ao reduzir os niveis da
PHLPPI, uma fosfatase que reverte a fosforilacdo da Akt. A quantidade de PHLPP1 é maior em
musculo e tecido adiposo de sujeitos obesos comparados a ndo obesos, e se correlaciona com o
indice de massa corporal, insulinemia e indice HOMA (Andreozzi et al 2011). Esses resultados
sdo interessantes, a medida que mostram a complexa interagdo entre as vias investigadas em

nosso estudo: mTOR, AMPK, e SUP.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

A suplementacio com leucina foi capaz de potencializar a performance fisica dos animais
exercitados,(aumento do tempo até a exaustdo) possivelmente por melhorar vias fundamentais
para os processos de obtencdo de energia no metabolismo aerdbio (citrato sintase e PGC-1a).

O exericio fisico promoveu melhora na sensibilidade a insulina, por mecanismos
independentes da via candnica da insulina, com participagdo importante da AMPK nesse
processo;

A suplementacdo com leucina prejudicou a tolerancia a glicose, efeito possivelmente
induzido pela redu¢do na p-AKT (Thr-308) no grupo CL e p-AMPK (Thr-172) nos grupos CL e
TL. Além disso, a fosforilacdo da AS-160 (Thr-642), em ambas as condi¢des, foi maior apenas
nos animais exercitados que nio receberam a suplementacgao.

O exercicio aerdobio aumentou a massa relativa do musculo sdleus, e este resultado se
manifestou pela reducdo da degradacdo de proteinas musculares, que relacionamos com a
diminuicdo significativa na expressdo de genes envolvidos no processo de degradacdo de
proteinas musculares (E2 e E3 ligases), provavelmente regulados pela interacio PGCl-a —
FOXO3a, uma vez que o treinamento reduziu a fosforilagio da mTOR apds estimulacdo com
insulina, e ndo promoveu alteracdes na sintese de proteinas. Surpreendentemente, verificou-se
aumento em genes que codificam as enzimas desubiquitinantes e enzimas envolvidas com a
subunidade catalitica do proteossomo, a suplementacdo com leucina ndo exerceu efeito nestes
parametros.

Diante do exposto, fica claro que a suplementacdo com leucina é uma pratica terapéutica
que deve ser cuidadosamente manipulada e que o emprego deste tipo de interven¢do em
individuos sedentérios de peso normal pode ser danoso a homeostase glicémica, e que embora a
suplementacdo com leucina possa gerar beneficios no que diz respeito a performance fisica,
alguns dos efeitos deletérios sobre a homeostase glicémica, que acometeram os animais
suplementados, também se manifestaram nos animais do grupo treinado que foram

suplementados com o aminodcido (grupo TL).
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