UNIVERSIDADE METODISTA DE PIRACICABA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FISIOTERAPIA

Influéncia da suplementacéo com [3-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) em
musculo esquelético de ratos submetidos a desnervacéo

Daiane Cristina Christofoletti
2014

DISSERTACAO DE MESTRADO



DAIANE CRISTINA CHRISTOFOLETTI

INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAO COM -
HIDROXI-B-METILBUTIRATO (HMB) EM
MUSCULO ESQUELETICO DE RATOS
SUBMETIDOS A DESNERVACAO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduagdo em Fisioterapia, da Universidade
Metodista de Piracicaba, para obtencédo do Titulo
de Mestre em Fisioterapia. Area de concentragao:
Intervencado fisioterapéutica. Linha de pesquisa:
Plasticidade neuromuscular e Desenvolvimento
neuromotor: Avaliacéo e intervengéo
fisioterapéutica.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto da Silva

PIRACICABA
2014



Ficha Catalografica elaborada pelo Sistema de Bibliotecas da UNIMEP
Bibliotecéria: Luciene Cristina Correa

C556a

Christofoletti, Daiane Cristina
Influéncia da suplementagdo com B-hidroxi-p-metilbutirato (hmb) em musculo esquelético de
ratos submetidos & desnervacéo. / Daiane Cristina Christofoletti. — Piracicaba, SP: [s.n.], 2014.

77 £ il

Dissertacdo (Mestrado em Fisioterapia) — Faculdade de Ciéncias da Salde / Programa de Pds-
Graduacdo em Fisioterapia - Universidade Metodista de Piracicaba. 2014.

Orientador: Carlos Alberto da Silva

Inclui Bibliografia

1. Hmb. 2. Suplemento Nutricional. 3. Desnerva¢do Muscular . 4. Atrofia. 5. Fisioterapia. I. Silva,
Carlos Alberto da. Il. Universidade Metodista de Piracicaba. Il1. Titulo.

CDU 615.8




B Ao IS UNIMEP

Atendimento Integrado aos cursos de Pés-Graduagio Univwrsichad da Pra

Os membros da Banca Examinadora da Defesa de Dissertagéo de Mestrado de DAIANE
CRISTINA CHRISTOFOLETTI apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo em
Fisioterapia, em Sesséo Publica realizada em 30 de julho de 2014, consideraram o(a)
candidato(a) aprovado(a).

BANCA EXAMINADORA:

fof. Dr. Carioeéém da s&é‘fﬁ; EP

/’J,)g UK 10 chJ

Profa. Dra. Maria Esméria Corezola do Amaral
Centro Universitario Herminio Ometto - FHO/UNIARARAS

. Dra. Adriana Pegtile - UNIMEP

Fone: (18) 3124.16598/1609 - Email: atendimentopos@unimep.br



Aos meus queridos pais Angela e
Claudemir, meus pilares de sustentacao e
maiores incentivadores de todas as
minhas conquistas. Ao meu noivo Adriel,
meu melhor amigo, meu amor.

Amo Vocés! Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, esséncia de todo amor. Papai, obrigada por me sustentar em todos os
momentos, por ter me concedido o dom da vida e da sabedoria, por me abencoar
com amigos queridos e com uma familia amada, e por usa-los para me lembrar
de que é o Senhor que esta no controle de todas as coisas, e que por mais que
tudo pareca contrario a Tua mao poderosa esta sempre ali, de forma a sustentar,
guiar, cuidar e amar. Esse mestrado so6 foi possivel pela acdo da Tua poderosa

mao. Obrigada por tornar os meus sonhos reais.

Ao0s meus pais por serem a base de toda a minha formacao. Pai e Mae, seu amor,
zelo, carinho, atencao, sdo dadivas de Deus na minha vida. Obrigada por viverem
comigo 0s meus sonhos, por me ajudarem a realizar cada um deles e por se
alegrarem comigo em cada conquista. Agradeco a Deus todos os dias por serem

0S meus pais. Amo Vocés.

Ao meu noivo Adriel pelo incentivo e apoio incondicional, por estar presente em
todos os momentos, me dando forca e dizendo sempre que eu conseguiria. Vocé

€ um presente de Deus em minha vida. Obrigada meu amor!

Agradeco ao professor “pai” Carlos por ser um grande orientador e amigo, por
compartilhar seus conhecimentos e experiéncias, permitindo meu crescimento
intelectual, cientifico e profissional, por ser essa pessoa abencoada e
abencoadora que ndo apenas ensina a fazer ciéncia, mas, também tem o dom de
ensinar seus alunos a serem melhores seres humanos. Obrigada por acreditar em

mim e por ter me aceitado como sua orientanda. Serei eternamente grata!

Aos professores membros da banca, que prontamente aceitaram o convite para

avaliar o trabalho e dar suas valiosas contribuicdes que serdo extremamente



significativas para a formacao do texto final dessa dissertacdo. E uma honra té-los
em minha banca. Muito obrigada.

A professora Ester da Silva, que me acolheu em seu laboratdrio por 1 ano e meio,
como apoio técnico e permitiu que eu aprendesse mais sobre Reabilitagdo
Cardiaca, além de enriquecer meu curriculo e me aproximar da pesquisa. Por

seus ensinamentos e oportunidade meu eterno agradecimento.

Agradeco as meninas do laboratério de Cardiologia, Nayara, Roberta, Carol,
Meire, Vandi e aos meninos Beto e Elie Fiogbe pelo apoio, incentivo, amizade e

alegrias que juntos vivenciamos.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Fisioterapia, da Universidade Metodista de
Piracicaba, onde tive a oportunidade de dar um importante rumo ao crescimento

pessoal e profissional.

Ao CNPq pela bolsa concedida.

Aos animais de laboratorio, que com suas vidas proporcionam notoria
contribuicdo ao desenvolvimento de novas técnicas e tratamentos médicos,
convergindo significativamente para o avanco da ciéncia e trazendo beneficio

para nossa saude. Meu respeito e eterna gratidao.

A todas as pessoas que participaram e contribuiram para realizacdo deste
trabalho, direta ou indiretamente, “MUITO OBRIGADA”.



“Para realizar grandes conquistas,
devemos ndo apenas agir, mas também
sonhar; ndo apenas planejar, mas também
acreditar”

(Anatole France)



RESUMO

O mausculo esquelético exerce importante fungcdo no controle glicémico. Nesse
sentido, a homeostasia metabdlica das fibras musculares pode ser comprometida
por diferentes fatores, dentre eles, a desnervacédo. O suplemento nutricional 3-
Hidroxi-B-Metilbutirato (HMB), que é um metabdlito do aminoacido leucina, tem se
destacado por sua eficdcia como inibidor das vias de sinalizacdo da protedlise e
sua acao na sintese proteica. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi investigar os
eventos quimio-metabdlicos ligados a suplementacdo com HMB, bem como as
caracteristicas morfométricas do musculo séleo submetidos a desnervacao e a
suplementacdo com HMB. Foram utilizados ratos Wistar, distribuidos em 4 grupos
experimentais (n=6), a saber: grupo controle (C), grupo suplementado com HMB
(S), grupo desnervado (D) e grupo desnervado suplementado com HMB (DS). A
suplementacdo com HMB foi realizada por via gastroesofdgica (gavagem), na
concentracdo de 320 mg/kg durante 7 dias consecutivos. As analises realizadas
foram: indice de toxicidade hepatica através da avaliacdo das enzimas AST, ALT
e fosfatase alcalina hepatica; indice de funcdo renal através da dosagem da
creatinina; perfil eletrocardiografico; secrecdo de insulina (ilhotas isoladas);
responsividade das ilhotas pancreaticas através do teste de tolerancia a glicose
(GTT); indice de decaimento da glicemia através do teste de tolerancia a insulina
(ITT); captacdo da 2-deoxiglicose; conteudo de glicogénio dos musculos séleo,
gastrocnémio porcéo branca (GB) e gastrocnémio por¢édo vermelha (GV); area de
seccao transversa das fibras do musculo séleo. A analise estatistica foi realizada
através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk, ANOVA: two way e teste de
Tukey, (P<0,05). Os resultados mostraram que: 1) a suplementacdo com HMB
(320 mg/kg), ndo promoveu toxicidade hepéatica e renal, e ndo modificou o perfil
eletrocardiogréfico; 2) na secrecao de insulina foi observado aumento significativo
apenas na presenca de 16.7 mmol/L de glicose; 3) o GTT ndo apresentou
diferenca significativa; 4) no ITT observou-se aumento significativo da velocidade
de decaimento da taxa de glicose; 5) a captacdo da 2-deoxiglicose mostrou-se
significativamente elevada, associada a um aumento na taxa de oxidagdo e um
expressivo aumento na sintese de glicogénio; 6) as reservas glicogénicas do
s6leo foram elevadas na presenca do HMB mesmo frente a desnervacao, ja no
GB nao houve diferenca significativa, no entanto o GV apresentou aumento nas
reservas apenas no grupo DS; 7) no que se refere a analise morfométrica nao foi
observado diferenca significativa diante da suplementagcdo com HMB. Assim,
conclui-se que a suplementacdo com HMB proporcionou melhora no padrdo
metabolico do musculo esquelético desnervado, porém, ndo impediu a atrofia
muscular.

Palavras-chave: HMB, Suplemento Nutricional, Desnervagdo Muscular, Atrofia,
Fisioterapia.



ABSTRACT

Skeletal muscle plays an important role in glycemic control. Accordingly, the
metabolic homeostasis of muscle fibers may be compromised by different factors,
among them, the denervation. The [B-hydroxy-B-methylbutyrate nutritional
supplement (HMB), which is a metabolite of the amino acid leucine, has been
noted for its likely effectiveness as an inhibitor of signaling pathways of proteolysis
and its effects on protein synthesis. The objective of this study was to investigate
the chemo-metabolic events related to supplementation with HMB and the
morphometric characteristics of the soleus muscle undergoing denervation and
supplementation with HMB. Wistar rats were used and allocated into 4
experimental groups (n=6), namely: control group (C), HMB supplemented group
(S), denervated group (D) and denervated group supplemented with HMB (DS).
HMB supplementation was administered via gastrostomy (gavage) at a
concentration of 320 mg/kg for 7 consecutive days. The analyzes datas were:
index of liver toxicity by evaluating the AST, ALT and Alkaline Phosphatase Liver
enzymes; index of renal function through the measurement of creatinine;
electrocardiographic profile; insulin secretion (isolated islands); responsiveness of
pancreatic islets by glucose tolerance test (GTT); decay rate of glucose through
the insulin tolerance test (ITT); uptake of 2- deoxyglucose; glycogen content of the
soleus, gastrocnemius white portion (GB) and red portion of gastrocnemius (GV);
cross-sectional area of the fibers of the soleus muscle. Statistical analysis was
performed using the Shapiro-Wilk normality test, ANOVA: two-way and Tukey test
(P<0,05). The results showed that: 1) supplementation with HMB (320 mg/kg ) did
not promote liver and kidney toxicity, and did not modify the electrocardiographic
profile; 2) significant increase in insulin secretion was observed only in the
presence of 16.7 mmol / L glucose; 3) the GTT showed no significant difference;
4) in the ITT was observed a significant increase in the rate of peripheral glucose
uptake; 5) the uptake of 2- deoxyglucose was significantly elevated, associated
with an increase in oxidation rate and a significant increase in glycogen synthesis;
6) the soleus glycogen reserves were elevated in the presence of HMB even after
denervation, as in GB there were no significant difference, however GV showed an
increase in reserves only in the DS group; 7) with respect to the morphometric
analysis no significant difference was observed before with HMB supplementation.
Thus, it is concluded that supplementation with HMB provided improvement in
metabolic pattern of the denervated skeletal muscle, but did not prevent atrophy.

Key words: HMB, Nutritional Supplement, Muscle Denervation, Atrophy,
Physiotherapy.
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1. INTRODUCAO

O sistema musculoesquelético necessita de inervagdo motora e
atividade proprioceptiva integra e de uma carga mecéanica adequada para que

possa exercer suas funcdes (Silveria, Perot e Goubel, 1994).

Para uma dinamica contratil eficaz e manutencdo da massa muscular,
€ necessario um suporte estrutural composto por células musculares, tecido
conjuntivo, suprimento sanguineo e inervacdo. A movimentacao corporea exige o
controle neuromuscular, e também ajustes complexos que abrangem
sinalizadores quimicos, aporte de substratos metabolizaveis e geracdo de energia

(Berne e Levy, 2003; Koeppen e Stanton, 2009).

Histologicamente, o musculo estriado esquelético é composto por fibras
musculares do tipo | ou tipo Il que podem ser subdividida em lla e llb,
classificadas de acordo com suas propriedades estruturais e fisiolégicas. As fibras
do tipo | (vermelhas), de contracéo lenta, sdo extremamente resistentes a fadiga,
possuem grande quantidade de mitocondrias volumosas, menor capacidade de
liberar e captar o célcio, apresentam baixa atividade da enzima miosina ATPase e
consequentemente velocidade de contracdo reduzida e sua principal fonte de
geracdo de energia é o sistema aerobio. Por outro lado, as fibras do tipo Ilb
(brancas), de contracdo rapida, sdo menos resistentes a fadiga, possuem uma
quantidade reduzida de mitocondrias, alta liberacdo e captacédo de calcio, maior
atividade da enzima miosina ATPase, e geram energia predominantemente
através do sistema anaerobio. Ja as fibras do tipo lla, sGo mistas, ou seja,
apresentam um comportamento intermediario entre as fibras musculares

vermelhas e brancas, no entanto, a presenca de mioglobina em sua estrutura
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atribui a ela caracteristicas semelhantes as fibras vermelhas (Zierath e Hawley,

2004; Ross e Pawlina, 2012; Gartner, Leslie e James, 2013).

No que se refere ao padrdo metabdlico do tecido muscular, dentre os
principais substratos utilizados para se obter energia, destaca-se a glicose,
responsavel por fornecer a adenosina trifosfato (ATP) tanto em condigcdes
aerdbias como anaerbbias. Os sistemas de captacao de hexose pelo musculo séo
regulados pela insulina, pela atividade metabdlica tecidual, ou ainda pela
atividade contratil das fibras (De Fronzo, 1988; Klip e Paquet, 1990; Andersen et

al., 1993).

Sabe-se que a captacdo de glicose pelo musculo € um processo
mediado por uma familia de proteinas transportadoras de glicose (GLUTS),
denominadas transportador de glicose tipo 1 (GLUT1) e transportador de glicose
tipo 4 (GLUT4) (Klip e Paquet, 1990). Essas proteinas apresentam funcdes
distintas, o GLUT1 é responsavel pela captacdo basal de glicose, ja o GLUT4

participa efetivamente do controle glicémico.

O GLUT4 é modulado pelo sistema endécrino, uma vez que a insulina
promove a translocacdo dessa proteina de reservatorios citosoélicos para a
membrana, e eleva a captacdo muscular de glicose, que pode ser oxidada ou
direcionada para formacdo de reservas energéticas de glicogénio (Henriksen et

al., 1990; Bell et al., 1990; Richarson et al., 1991).

O contetudo de glicogénio no musculo esquelético esta diretamente
relacionado a capacidade aerdbia ou a capacidade de “endurance” do organismo
de forma que as alteracdes no perfil enzimatico, das mitocondrias e das reservas

glicogénicas sao os responsaveis pela eficiéncia muscular, assim como, a
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deplecado das reservas de glicogénio € o evento marcador do estado de exaustao

muscular (Taylor, Thayer e Rao, 1972; Curi et al., 2003).

Na década de 90 pesquisadores investigaram na musculatura
esquelética a relacdo entre a captacdo de glicose e a contracdo muscular, e
observaram que, com a elevacdo da atividade contratil, ocorre uma maior
translocacdo de GLUT4 para a membrana, e consequentemente aumento da
captacdo de glicose (Goodyear et al., 1992; Neufer, Shinebarger e Dohm, 1992;
Rodnick et al., 1992). Segundo Klip e Paquet (1990), a captacdo de glicose
desencadeada pela elevacao da contracdo muscular pode variar de acordo com o
tipo de muasculo ou do status metabdlico e que provavelmente existe variacdo
interespécie, de forma que os musculos de humanos diferenciam-se por serem

mais sensiveis a insulina.

A elevacdo dos niveis de glicose na corrente sanguinea induz efeitos
pleiotropicos nas células beta (B) do péancreas, efeitos esses mediados pela
ativacdo de mdultiplas vias de sinalizacdo intracelular. O metabolismo da glicose
altera a razdo adenosina trifosfato/adenosina difosfato (ATP/ADP) e reduz a
condutancia ao potassio (K) que quando se acumula nas células B, promove a
despolarizacdo da membrana e consequente abertura dos canais de célcio (Ca®")
sensiveis & voltagem. O influxo de Ca®* com consequente aumento da
concentracdo de Ca*' intracelular ([Ca®']) desencadeia o processo secretério da

insulina (Ashcroft, Harrison e Ashcroft 1984; Cook e Hales, 1984; Prentki e

Corkey, 1996).

A acédo da insulina em células alvo inicia-se a partir do acoplamento ao

seu receptor especifico localizado na membrana celular, uma proteina
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heterotetramérica com atividade quinase intrinseca. O receptor de insulina (IR) é
formado por duas subunidades a localizadas na regido externa da membrana e
duas subunidades B transmembrana. Uma vez ligada a subunidade a, a insulina
estimula a autofosforilacdo da regido intracelular do receptor que corresponde a
subunidade B (Patti e Kahn, 1998). A autofosforilacdo do IR fosforila varios
substratos protéicos em tirosina. Dentre os substratos do receptor insulinico (IRS)

que ja foram descritos, destacam-se quatro IRS (IRS - 1, 2, 3 e 4) (White, 1998).

Os principais substratos do receptor de insulina séo IRS-1 e o IRS-2,
que, quando fosforilados em tirosina criam sitios de ligacdo para moléculas que
contém dominios com homologia a Src 2 (SH2), como a fosfatidilinositol-3 quinase
(PI3K), que é importante na regulagdo da mitogénese, na diferenciacédo celular e
no transporte de glicose estimulada pela insulina (Bernal-Mizrachi et al., 2001). A
PI3K uma vez ativada aumenta a fosforilagcdo de uma serina da proteina quinase
B (PKB/ Akt), a qual, promove a translocacdo do Glut 4 para a membrana
plasmatica, e permite a captacdo de glicose por difusdo facilitada em tecidos

periféricos como o musculo e o tecido adiposo (Czech e Corvera, 1999).

A insulina, semelhante a outros fatores de crescimento também
estimula a mitogen-activated protein quinase (MAPK), por meio da fosforilacdo
das proteinas IRS e/ou Shc, que interagem com a proteina ligante do receptor do
fator de crescimento 2 (Grb2) envolvida na transducéo de sinal, e resulta na
ativacdo de uma complexa sinalizacdo mitogénica (Paez-Espinosa et al, 1999). A
proteina Grb2 estiq associada ao fator de troca do nucleotideo guanina (SOS),
que troca GDP (guanosina difosfato) por GTP (guanosina trifosfato) da Ras

(subtipo monomérico de proteina ligante de nucleotideos de guanina) ativando-a.
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A ativacdo da Ras requer a participacdo da SHP2 (SH2 que contém dominio de
proteina tirosina fosfatase). A Ras ativada estimula a fosforilacdo em serina da
cascata da MAPK que leva a proliferacdo e diferenciacdo celular (Boulton et al.,

1991).

O horménio insulinico aumenta a sintese e bloqueia a degradacéo de
proteinas no tecido muscular através da ativacdo da mTOR (enzima alvo da
rapamicina ligada ao anabolismo). A via mTOR controla o crescimento celular em
resposta a energia, aminoacidos, nutrientes, fatores de crescimento e outros
estimulos ambientais, através da fosforilacdo da p70- ribossomal S6 quinase
(p70rsk), que ativa a sintese ribossomal de proteinas através da fosforilacdo da
proteina. A mTOR também fosforila a PHAS1 (enzima da via anabdlica
intracelular), que aumenta a sintese proteica via aumento da translacdo de

proteinas (Cross et al., 1995; Brooks e Myburgh, 2014).

O mdusculo esquelético tem a capacidade intrinseca de alterar suas
caracteristicas fenotipicas e de se adaptar frente aos estimulos recebidos, o que
deflagra mudancas no seu tamanho ou na tipagem da sua fibra. Véarios estimulos
podem causar essas alteracbes, dentre eles, destaca-se o desuso muscular,
alteracbes hormonais, status nutricional, exercicio fisico, entre outros (Salvini,

2000; Capitanio et al., 2006).

Nesse sentido, varios estudos utilizaram técnicas ndo invasivas como,
suspensao do corpo (Morey et al.,1979; Tanaka, Kariya e Hoshin, 2004), ortese
de tecido de algodao (Coutinho et al., 2002), talas de gesso (Heslinga, Kronnie e
Huijing, 1995), ortese de resina acrilica (Silva et al., 2006) e técnicas invasivas

como, tenotomia (Jakubiec-Puka, Catani e Carraro 1992; Abrams et al., 2000;
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Seabra, 2012), fixacdo da articulacdo por meio de pinos e bloqueio quimico da
juncdo neuromuscular (Hirose et al., 2000) e desnervagcdo (Marques, 1992;
Fernandes et al., 2005; Macdonald et al., 2014) que foram realizados com 0 intuito
de aprimorar o conhecimento sobre os eventos causados pelo desuso do musculo

esquelético.

Conhecer as adaptac¢des que ocorrem no musculo frente o desuso é de
extrema importancia para direcionar intervencoes fisioterapéuticas, o que permite
maior e melhor efetividade na interface avaliacdo e tratamento (Rose e Rothstein,

1982).

Na pratica clinica, comumente aparecem casos de lesdes de nervos
periféricos, que ocorrem com maior frequéncia devido a acidentes
automobilisticos e de esporte, seguidos de traumas penetrantes e lesdes ao
nascimento decorrentes de tracdo nervosa excessiva (ljkema-Paassen et al.,

2004).

As lesbes nervosas periféricas além de causar alteracdes no padrao
funcional do sistema nervoso central e periférico, os tecidos por estes inervados
acabam por ser comprometidos pelo desuso. Quando ocorre a interrupgéo
completa da inervacdo motora, observa-se a perda imediata da acao voluntaria
deste tecido bem como sua acéo reflexa, proliferacdo de tecido conjuntivo
intramuscular, reducdo da area de seccdo transversa da fibra muscular,
diminuicdo ou perda na capacidade de gerar forca, entre outros (Eberstein e

Eberstein, 1996; Henriksen et al., 1997; Dow et al., 2006).

ApoOs seccdo completa de um nervo periférico, ocorrem mudancas

significativas no tecido muscular relacionadas ao metabolismo de carboidratos,
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dentre elas, resisténcia periférica insulinica, devido a diminuicdo na concentracao
de PI3K, reducdo do numero de GLUT 4, na expressdo génica do acido
ribonucleico mensageiro (RNAmM) do GLUT 4, atividade reduzida das enzimas

participantes da glicolise e inativacdo da enzima glicogénio sintetase.

Os efeitos causados pela desnervagdo convergem para a redugcédo na
captacdo e metabolismo da glicose, o que leva a diminuicdo das reservas
energéticas, protedlise miofibrilar do tecido afetado, além de predispor as fibras
musculares a atrofia (Sowell, Dutton e Buse, 1989, Coderre et al.,, 1992;
Henriksen et al., 1997; Forti, Guirro e Silva, 2004). Estudos mostram que essas
alteracdes ja podem ser observadas trés horas ap6s seccao do nervo e que a
partir do terceiro dia apos a desnervacdo ha reducédo de 80% na sensibilidade ao
hormonio insulinico (Smith e Lawrence, 1984; Turinsky, Damrau-Abney e

Loegering, 1998).

A reducdo da massa muscular no processo de atrofia € desencadeada
pelo desequilibrio entre a sintese e a degradacdo de proteinas miofibrilares, fato
este que tem estimulado a investigacdo de vias metabdlicas envolvidas nesse

processo (Bodine et al., 2001; Baar, Nader e Bodine 2006; Sandri, 2008).

Pesquisadores tém observado que em situacdo de atrofia do musculo
esquelético ocorre inibicdo de Insulin-like growth factors | (IGF-1), que € o principal
ativador da via de sintese proteica Akt/mTOR (Jackman e Kandarian, 2004;

Kandarian e Jackman, 2006).

Alguns sistemas proteoliticos tém sido descritos como participantes no

processo de atrofia causada por desuso muscular. Entre eles, podem ser citadas
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a via das calpainas, a via de sinalizacao lisossomal (via das catepsinas) e a via

ubiquitina-proteassoma (Jackman e Kandarian, 2004).

A via das calpainas € ativada quando ha elevacéo da concentracédo de
calcio intracelular e é responsavel pela clivagem de proteinas miofibrilares como
as proteinas titina e nebulina, responsaveis pela ancoragem do sarcémero

(Powers, Kavazis e Deruisseau, 2005).

As catepsinas ndo degradam proteinas citosélicas, no entanto, séo
responsaveis principalmente pela degradacdo de proteinas de membrana, como
receptores, canais de ions e transportadores, além de poderem degradar

proteinas ubiquitinadas (Jackman e Kandarian, 2004).

Ja a via ubiquitina-proteassoma esta intimamente relacionada a perda
de massa muscular e envolve a cooperativa interacdo de trés componentes
enzimaticos, enzima ativadora de ubiquitina (E1) que ativa a ubiquitina com gasto
de ATP, enzima conjugadora de ubiquitina (E2) que forma um complexo
poliubiquitina, e enzima ubiquitina-ligase (E3). Inicialmente, a E1 é ativada e, em
uma reacao dependente de energia, transfere, através da E2, a ubiquitina para a
E3, que catalisa a ligacdo da ubiquitina a proteina, e a sinaliza para ser
degradada. Esse processo de degradacdo de proteinas poliubiquitinadas ocorre
no proteossoma (20S ou 26S), que é um complexo composto por uma ou trés
grandes enzimas com a funcdo de degradar proteinas desnecessarias ou

danificadas da célula (Hasselgren, Wray e Mammen, 2002; Baptista et al., 2010).

As enzimas E3, como, por exemplo, atrogin-1 e muscle ring finger
protein-1 (MuRF-1), tem a funcdo de garantir a especificidade do sistema de

degradacéo proteassomal, pois estas se ligam a sitios especificos das proteinas
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que serdo degradadas, e as sinalizam para o reconhecimento e posterior morte

no proteassoma 26S (Lecker, 2003; Li et al., 2003).

A degradacdo de proteinas miofibrilares decorrente da desnervacao
afeta tanto fibras musculares lentas (tipo 1) quanto rapidas (tipo Il), no entanto,
este efeito é mais severo em fibras do tipo I, as quais apresentam maior grau de
atrofia apds desuso muscular (Michel e Gardiner, 1989; Lieber, 2002). Nesse
contexto, Appell (1990) sugere que tal fato ocorra devido as enzimas oxidativas
responderem pela reducdo da sua atividade, dessa forma, as fibras musculares
que possuem metabolismo predominantemente oxidativo (tipo I) sdo mais

susceptiveis a atrofia do tecido muscular.

Herrera et al. (2001), estudaram a inatividade muscular em membros
posteriores de ratos, e observaram que o musculo séleo atrofia mais que o
extensor longo dos dedos. Isto provavelmente esta relacionado com a
composicado do tipo de fibra, visto que o séleo apresenta mais fibras do tipo | e 0
extensor longo dos dedos maior numero de fibras do tipo I, além da funcéo
destes durante a condicdo normal de descarga de peso. Assim, devido ao menor
estimulo e solicitacao das fibras posturais durante o desuso, o0 masculo séleo tem

maior comprometimento.

A recuperacdo da funcdo muscular apos lesdo nervosa periférica nao
depende apenas da regeneracdo nervosa, mas também das condi¢cdes do
muasculo no momento da reinervacgao, tais como trofismo muscular, tamanho da

area de fibrose e capacidade miogénica das células satélites (Dow et al., 2004).

No intuito de atenuar os eventos desencadeados pelo desuso

muscular, alguns recursos fisioterapéuticos, farmacologicos, bem como
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suplementos nutricionais tém sido estudados. Nesse sentido, Durigan (2006),
utilizou estimulacédo elétrica neuromuscular na busca de melhorar os padrées
metabdlicos e histoldégicos do mdasculo. JA& Lim e Han (2010) utilizaram
estimulacao elétrica neuromuscular na tentativa de minimizar a atrofia e reduzir a
apoptose celular apds desnervacgdo. Pardi (2010) analisou o efeito da nandrolona
na musculatura imobilizada e concluiu que esse esteroide na dose clinica (0,7
mg/Kg/semana) exerceu acdo anticatabdlica e manteve o padrao anabdlico

através de uma acao direta sobre a efetividade das enzimas AKT e mTOR.

Nesse contexto, pesquisas que envolvam recursos que possam
minimizar os efeitos da inatividade muscular sdo de extrema importancia, pois
podem ter impacto positivo sobre a saude e qualidade de vida dos individuos que
estejam em uma condicdo patolégica associada a severa perda de massa

muscular.

Diversos estudos na literatura buscam compreender os efeitos dos
suplementos alimentares no combate a atrofia do masculo esquelético. Dentre os
mais estudados, estd o [B-Hidroxi-B-Metilbutirato (HMB), que € derivado
exclusivamente da metabolizagdo de um aminoacido essencial de cadeia
ramificada, a leucina, com isso, sua producdo enddégena € proporcional a quantia
ingerida deste aminoacido por meio da dieta. O HMB tem se destacado por sua
provavel eficacia como inibidor das vias de sinalizacdo da protedlise e sua

possivel acdo na sintese proteica (Nissen e Sharp, 2003).

A leucina modula varias fungbes celulares e possui efeitos tanto em
aumentar a sintese proteica (Goncalves, 2013) quanto em reduzir a degradacao

proteica (Baptista et al., 2010). No entanto, estudos mostram que a utilizacao de



24

inibidores da transaminacéo da leucina foi capaz de abolir os seus efeitos sobre a
reducdo da degradacao proteica, o que sugere que o HMB seja o responsavel por

esse efeito (Sabourin e Bieber, 1981; Nonnecke, Franklin e Nissen, 1991).

A sintese do HMB ocorre principalmente no figado e nos musculos,
tanto em humanos como em animais. Pode ser iniciada no citoplasma e nas
mitocondrias de células musculares, por meio da transferéncia do grupamento
amino da leucina para o a-cetoglutarato pela enzima transaminase do aminoéacido
de cadeia ramificada (BCAAT). Essa reagao origina o produto a-cetoisocaproato
(KIC). O KIC sintetizado segue dois caminhos metabdlicos, aproximadamente 90-
95% sofre descarboxilagdo oxidativa irreversivel pela acdo da enzima
desidrogenase de a-cetoacido de cadeia ramifica (BCKD), e gera moléculas de
isovaleril-CoA nas mitocondrias hepéticas. O isovaleril-CoA passa por reacdes
sequenciais na mitocondria e origina o B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA),
que é transformado em acetoacetato e acetil-CoA pela enzima B-hidroxi-B-
metilglutaril-CoA liase (HMG-CoA Liase). Aproximadamente 5-10 % de KIC que
ndo foram metabolizados pela BCKD s&o oxidados a HMB no citosol hepatico e
possivelmente em outros tecidos por meio da acdo da enzima KIC-dioxigenase
(KICD) na presenca de oxigénio (Sabourin e Bieber, 1982; Driskell, 2007; Zanchi

et al., 2011).

Vale ressaltar que um dos destinos do HMB ap0s sua sintese € a
excrecdo na urina que pode variar entre 10 a 40 % do total produzido. Outro
destino dessa molécula € a conversdao do HMB para HMG-CoA, um substrato da
enzima HMG-CoA redutase, essencial na formacéao do colesterol no figado e no

musculo (Vukovich et al., 2001; Nissen et al., 2000).
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Quantitativamente, cerca de 5-10 % de toda leucina ingerida € oxidada
e convertida em HMB, o que corresponde a aproximadamente 0,3-0,4 g por dia
em um individuo adulto com aproximadamente 70 kg (Kovering e Nissen, 1992).
Essa quantidade € insuficiente para que o HMB exerca seus efeitos de reducao
da protedlise e aumento de sintese proteica descritos na literatura, visto que a
maioria dos estudos em humanos encontram tais efeitos em doses equivalentes a
3 g de HMB por dia (Nissen et al., 1996; Panton et al., 2000; Molfino et al., 2013).
Dessa forma, cerca de 60 g de leucina teria que ser consumida para atingir a
dosagem utilizada nos estudos. As principais fontes da leucina, tais como leite,
ovos e carnes, contém cerca de 7 % a 10 % do aminoacido. Portanto, seria
necessario consumir, no minimo, 600 g diariamente desses alimentos. Este nivel
de consumo pode até ser viavel, porém extrapola os principios dietéticos de uma
alimentacao balanceada (Wilson, Wilson e Manninen, 2008). Assim, para se obter

3 g de HMB por dia, a suplementacao é necessaria.

A maior parte das pesquisas que envolvem suplementacdo com HMB
utilizam doses entre 1-3 g/individuo/dia (Nissen e Sharp, 2003), no entanto ha
estudos que trabalharam com doses de 6 g.dia ou ainda, doses que foram
ministradas de acordo com o peso dos individuos (Van e Nissen, 1992; Peterson
et al., 1999). Um estudo com individuos ndo treinados comparou o efeito de duas
doses do suplemento HMB (38 e 76 mg/kg/dia). Foi observado que nao houve
aumento significativo de forca entre os grupos, contudo, 0 grupo que consumiu 38
mg/kg/dia de HMB apresentou aumento significativo de massa magra quando

comparado ao grupo que consumiu 76 mg/kg/dia (Gallagher et al., 2000a).
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Estudos realizados com animais mostraram que 0 consumo de
elevadas doses de HMB estdo relacionadas a menores taxas de captacdo do
suplemento pelo tecido muscular. O musculo esquelético de suinos somente
absorveu HMB quando este estava presente em baixas concentragdes no sangue
(Talleyrand et al., 1993). Se ocorrer de forma semelhante em humanos, a
suplementacdo de 76 mg/kg/dia pode ter estado menos biodisponivel e, por isso,
nao influenciou os ganhos de forca e massa magra dos sujeitos (Gallagher et al.,

2000a).

Segundo Alvares e Meirelles (2008), ndo ha registros na literatura em
relacdo a possiveis efeitos adversos sobre a saude que o HMB possa produzi-los,
e ainda possui suporte do Comité Olimpico Internacional que o classifica como
uma substancia legal. Nesse contexto, Nissen et al. (2000) elaboraram uma meta-
andlise composta por nove estudos duplo-cego com o objetivo de avaliar os
possiveis efeitos colaterais da suplementacdo na dosagem de 3 g de HMB por
dia. Através de protocolos, foram avaliados sintomas psicoldgicos, funcionais e
bioguimicos. Os pesquisadores concluiram que os dados encontrados
significativamente relevantes foram benéficos. Assim, sugerem que a
suplementacdo de HMB na dosagem de 3 g por dia € bem tolerada e saudavel

para humanos.

O turnover do HMB pode ser considerado rapido. Alguns estudos
analisaram a meia-vida do HMB em suinos e ovinos, e observaram que apoés a
ingestdo de 2 g de HMB a meia-vida foi de aproximadamente 2 h (Nissen e
Abumrad, 1997). Uma pesquisa com humanos investigou a cinética do HMB apos

ingestdo de 1 g ou 3 g. Os resultados desse estudo demonstram que as
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concentracbes plasmaticas de HMB atingem pico de, aproximadamente, 118
nmol/mL apos 2 h da ingestdo de 1 g, enquanto pico em torno de 480 nmol/mL foi
atingido em apenas 1 h apoés a ingestdo de 3 g de HMB. A meia-vida plasmatica
foi de, aproximadamente, 2-3 h, enquanto que a excrecéo na urina foi dependente

da dose, 14 % paraade 1 g e 29 % para a de 3 g (Vukovich et al., 2001).

Na literatura alguns possiveis mecanismos de acdo do HMB foram
descritos, no entanto, mais recentemente foi observado que este suplemento atua
na mesma via do aminoacido leucina, inibindo o catabolismo muscular e
estimulando a sintese proteica. Estudos que induziram um estado de protedlise
em ratos evidenciaram que o HMB atenuou a degradacdo proteica quando
comparado aos animais controle, através da inibicdo da via ubiquitina-
proteossoma, efeito este observado apenas no musculo séleo (Kovarik et al.,

2010).

Pimentel et al. (2011) avaliaram o efeito de 30 dias de suplementacgéo
diaria com HMB (320 mg/kg), na hipertrofia muscular e na expressao de proteinas
envolvidas na sinalizacdo insulinica em ratos saudaveis e sedentérios. Foi
observado que a suplementacdo induziu um aumento significativo no peso do
musculo soleo e extensor longo dos dedos, e também aumentou em 245 % a
insulina em jejum e reduziu em 6% a glicemia em jejum, além disso eles
observaram aumento de 429,2 % na expressdao da via mTOR e 470 % na
fosforilacdo da p70S6K, vias responsaveis pela hipertrofia muscular. Os autores
sugerem que a suplementacdo com HMB pode ser utilizada para aumentar a

massa muscular sem causar efeitos adversos a saude.
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O HMB tem sido amplamente utilizado como um suplemento alimentar
no meio esportivo, com o intuito de melhorar o desempenho e aumentar a massa
muscular (Palisin e Stacy, 2005; Wilson et al., 2013). Devido aos resultados
promissores da suplementacdo na pratica esportiva, o HMB tornou-se alvo de
pesquisas na pratica clinica em algumas condi¢cdes e modelos experimentais
caracterizados pela alta taxa proteolitica muscular. Alguns estudos tém
demostrado os efeitos benéficos da suplementacdo com diferentes dosagens de
HMB associada a varias situacdes de severa perda de massa muscular. Clark et
al. (2000), realizaram um estudo em individuos infectados pelo virus do HIV, e
observaram que ap6s 8 semanas de suplementacdo com a mistura
HMB/Arginina/Glutamina (3 g de HMB + 14 g arginina + 14 g de glutamina)
divididas em 2 doses diarias, os individuos apresentaram ganho significativo de

massa magra e melhora no quadro imunolégico.

Smith, Mukeji e Tisdale (2005) estudaram o efeito do HMB (0,25 g/Kg)
durante 12 dias em ratos implantados com tumor (MAC16) na regiao pélvica, e
observaram que a suplementacédo foi efetiva em preservar a massa magra, além
de estimular a sintese proteica e atenuar a protedlise através da inibicdo da via
proteolitica ubiquitina proteossoma. Aversa et al. (2011) avaliaram os efeitos da
suplementacdo com HMB (4 % enriquecido na racdo) durante 24 dias em ratos
com carcinoma hepatocelular, e relataram que houve aumento da fosforilacéo da
p70S6K e mTOR e de vias responsaveis pela sintese proteica, 0 que sugere que
a reducdo da perda de massa muscular e peso corporal observados no estudo,

séo devidos ao aumento do anabolismo proteico do musculo esquelético.



29

Um estudo de Kovarik et al. (2010), avaliaram os efeitos do HMB (0,5
g/kg) apos 24 horas de suplementacdo em ratos com endotoxemia, e concluiram
que este metabdlito foi eficaz em atenuar a atividade da via proteolitica e de
reduzir a degradacao proteica, no entanto ndo observaram aumento na sintese
proteica. Aversa et al. (2012) mostraram que o HMB (50 uM) ap6s 24 horas de
suplementacao foi capaz de prevenir a atrofia do musculo esquelético causada

pelo uso de glicocorticoides.

A suplementacdo com HMB também tem mostrado resultados positivos
no aumento da forca e na prevencdo da perda da massa muscular no
envelhecimento (Fitschen et al.,, 2013; Stout et al., 2013). Um recente estudo
prospectivo, randomizado, duplo-cego, avaliou o efeito do HMB na dosagem de 3
g por dia (1,5 g de manhéd e 1,5 g a tarde) em idosos acamados no leito durante
10 dias. Os autores concluiram que o HMB é uma interveng&o nutricional eficaz
para evitar o declinio agudo na massa muscular em idosos acamados, e iSso
provavelmente sera refletido na manutencdo da forca e da funcdo muscular

durante a imobilizacao prolongada (Deutz et al., 2013).

Assim, diante das considerac¢des supracitadas, a hipétese do presente
estudo é de que, a suplementacdo com HMB pode desempenhar efeitos positivos

sobre a atrofia do musculo esquelético induzida pela desnervacgao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da suplementagdo com [-hidroxi-B-metilbutirato

(HMB) sobre parametros envolvidos na atrofia induzida pela desnervacao, através

de analise morfométrica e quimio-metabdlica do musculo esquelético.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliacao eletrocardiografica;

Avaliar se a suplementacdo com HMB apresenta toxicidade, através da
andlise das concentracbes plasmaticas das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), Fosfatase

Alcalina Hepética, Creatinina,;

Avaliar a secrecédo de insulina em ilhotas isoladas de ratos suplementados

com HMB:;

Avaliar a responsividade das ilhotas pancreaticas através do teste de

tolerancia a glicose (GTT);

Avaliar a constante de decaimento da glicemia através do teste de

tolerancia a insulina (ITT);
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e Avaliar a responsividade metabdlica em fatias de musculo sé6leo incubados
com 2-deoxiglicose, com destaque na captacdo, metabolizacdo e sintese

de glicogénio;

e Avaliar as reservas de glicogénio muscular nas diferentes condicbes

experimentais;

e Avaliar morfometricamente a area de seccao transversa das fibras do

musculo soleo nas diferentes condi¢bes experimentais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos Wistar adquiridos na empresa ANILAB
(Paulinia- SP) com idade entre 3 e 4 meses, com peso aproximado de 180 a 220
g, 0s quais foram mantidos no biotério da Universidade Metodista de Piracicaba
(UNIMEP), alimentados com racéo (Purina® para roedores), agua ad libitum e
alojados em gaiolas coletivas contendo 4 animais, mantidos sob ambiente com
ciclo foto periédico de 12h claro/escuro e em condigbes controladas de

temperatura (23°+2°C).

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacio

Animal da UNIMEP sob o Protocolo n® 09/2012.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos em grupos experimentais, como

demonstra a Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo dos ratos em grupos experimentais.

Grupos Experimentais N
Controle (C) 12*
_ 12*
Suplementados com HMB 7 dias (S)
Desnervado 7 dias (D) 6
6

Desnervado suplementado com HMB 7dias (DS)

*Os grupos experimentais foram duplicados em virtude da diversidade de
analises.
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3.3 SUPLEMENTACAO COM B-HIDROXI-B-METILBUTIRATO

Os animais foram suplementados com HMB na concentragdo de 320
mg/kg de peso corporal, diluidos em 1,0 mL de agua deionizada, administrado

pela via gastroesofédgica (gavagem) durante 7 dias consecutivos (Pimentel et al.,

2011), (Figura 1).

Figura 1: Administracdo do HMB por meio de gavagem (via orogastrica), na qual
uma sonda € introduzida pela via gastroesofagica até o estbmago e o contetudo
liberado. Fonte: (Andersen et al., 2004).

3.4 DESNERVACAO

Os animais foram anestesiados com Ketamina-Xilazina (35 mg/kg peso

e 4 mg/kg peso, im) e a pata posterior esquerda foi tricotomizada e 1 cm do nervo
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isquiatico foi seccionado e retirado segundo proposta de Corderre et al. (1992),

(Figura 2).

Figura 2: Procedimento cirargico utilizado para desnervagdo. A: exposicao do
membro posterior tricotomizado; B: incisdo para localizacdo da inervacéo; C e D:
nervo isquiatico isolado e em destaque; E: por¢do do nervo isquiatico seccionado
(1 cm); F: incisé@o suturada. Fonte: Elaborada pelo autor.

3.5 AVALIACAO ELETROCARDIOGRAFICA

Para a avaliagdo das ondas e intervalos eletrocardiogréficos, os ratos
foram anestesiados com Ketamina-Xilazina (35 mg/kg peso e 4 mg/kg peso, im),
mantidos em posi¢cado supina, com respiracao espontanea para registro do ECG.
Os eletrodos foram conectados aos canais do computador (Heart Ware System) e
registradas trés derivacdes bipolares (DI, DIl e DIIl) e nas trés derivacdes
amplificadas (aVR, aVL e aVF) com sensibilidade 2 N e velocidade de 50
mm/segundo. O intervalo QT foi medido em dez batimentos consecutivos, do

inicio do complexo QRS ao ponto de retorno da onda T isoelétrica definido como
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segmento TP. O intervalo QT foi corrigido pela frequéncia cardiaca usando a
férmula de Bazett (QTc = QT/ VRR) e posteriormente foi calculada a dispersdo do
intervalo QTc, subtraindo o intervalo QTc mais curto do QTc mais longo (QTcd =
QTc Max — QTc min). As analises foram feitas por um Unico avaliador para

minimizar as divergéncias na medida da disperséo (Costa, 2008).

3.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE

Para dirimir quanto a possivel toxicidade do suplemento foram
avaliados o0s seguintes parametros: concentracdo plasmatica das enzimas
aspartatoaminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina hepatica, Creatinina através de técnicas rotineiramente aplicadas em

laboratérios clinicos.

3.7 SECRECAO DE INSULINA

Para avaliacdo da resposta secretoria da insulina a glicose, as ilhotas
pancreaticas foram isoladas segundo a técnica originalmente descrita por

Boschero, Delatree e Santos (1984).

Foram sacrificados de um a trés animais por concussao cerebral e
decapitados para sangria. ApGs laparotomia e localizagdo do ducto biliar comum,
esse foi ocluido no extremo distal, junto ao duodeno, e dissecado préximo ao
pediculo hepatico, onde se introduziu uma canula de polietileno no sentido da

desembocadura. Cerca de 8 mL de solucdo de Hanks contendo 8 mg de
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colagenase, foram injetados via canula, provocando um fluxo retrégrado e a
divulsdo do tecido acinoso. O pancreas foi retirado, transferido para um tubo de

ensaio (12 x 2 cm) e incubado por aproximadamente 18 min a 37 °C.

Em seguida, ainda em 37 °C, o conteuddo do tubo foi agitado
vigorosamente por um minuto e vertido em um Becker sendo misturado com
solugcédo de Hanks. O sobrenadante foi aspirado com seringa (50 mL) depois de 3
minutos de decantacdo. Apds repetir essa operagdo por 3 vezes, o produto final
foi transferido para placas de Petri, de onde, e sob lupa, as ilhotas foram

coletadas por aspiracdo com auxilio de pipeta de vidro de ponta afilada.

As ilhotas isoladas de ratos, pertencentes aos grupos controle e
suplementado com HMB, foram coletadas alternadamente em placa de polietileno
com 24 pocgos contendo, em cada poco, 0,5 mL de solucdo tampao Krebs-Ringer
suplementada com albumina bovina, a qual foi adicionado glicose 5,6 mM e
incubada por 45 minutos (pré-incubacédo), a 37 °C em atmosfera de carbogénio,
pH 7,4, a solucdo de Krebs foi substituida por 1,0 mL do mesmo tampado,

contendo diferentes concentracdes de glicose: 2,8; 5,6; 8,3; 16,7 mmol/L.

Procedeu-se uma nova incubacéo durante 90 min, nas condigbes
acima referidas. Ao término deste periodo, as placas foram colocadas no freezer
(-20 °C) por 10 min e, o sobrenadante de cada pocgo, transferido para tubos de
polietileno e conservado a -20 °C, at¢é o momento da dosagem da insulina
secretada. A insulina secretada durante o periodo de incubacéo foi avaliada de

acordo com o método descrito por Scott, Atwater e Rojas (1981).
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3.8 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (GTT)

Para avaliacdo do GTT, os animais foram anestesiados com
tribromoetanol (2,5 %,ip) e apo6s 10 minutos da inducdo anestésica foi realizado
um corte na cauda do animal por onde uma aliquota de sangue foi coletada e a
glicemia avaliada através de fita usada em glicoteste determinando o tempo zero.
A segquir foi administrado glicose (2 g/Kg/ip) seguido de coleta de sangue nos
tempos 15 min, 30 min, 60 min, 90 min e 120 min e a glicemia novamente

avaliada (Rafacho, Roma e Tabaga, 2007).

3.9 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT)

Para a realizacdo do ITT, os ratos foram anestesiados com
tribromoetanol (2,5 %,ip) e apds 10 minutos da inducédo anestésica foi realizado
um corte na cauda do animal por onde uma aliquota de sangue foi coletada e a
glicemia avaliada através de fita usada em glicoteste determinando o tempo zero.
A seguir foi administrado insulina (2 U/Kg/ip - Biohulin) seguido de coleta de
sangue nos tempos 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min e 30 min e a glicemia

novamente avaliada (Rafacho, Roma e Tabaga, 2007).

3.10 CAPTACAO DE 2-DEOXIGLICOSE

ApoOs sacrificio dos animais por decapitagdo, o musculo soleo foi
isolado com o minimo de leséo possivel e fatias longitudinais pesando em torno

de 25-35 mg foram primeiro incubadas por 30 minutos a 37 °C em banho Maria de
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Dubinoff (FANEN, Modelo 145) dentro de frasco de vidro de cintilacdo contendo
1,5 mL de tampéao Krebs-Ringer bicarbonato (NaCl 0,6 %, HEPES 6,64 mM, KCL
0,032 %, CaCl2 1,14 mM, KH2PO4 0,015 %, NaHCO3; 0,19 %, MgSO, 0,03 %)
equilibrado com a mistura de 95 % 02-5 %/CO,, pH 7,4. ApoOs este periodo as
fatias musculares foram transferidas para um novo frasco de cintilagdo de vidro
(frasco externo) contendo 1,5 mL de tampao Krebs-bicarbonato enriquecido com
glicose 5,5 mM, contendo [U14C] glicose, 0,25 mCi/mL e [3H+] 2-deoxiglicose (2
DG, 0,5 mCi/mL) e insulina (100 yuM/mL). Dentro do frasco externo foi colocado
outro frasco de vidro em formato de concha com uma haste central voltada para
cima, (frasco interno) contendo 700 pyL de hiamina 10-x. O frasco interno foi fixado
pela haste a uma membrana de borracha redonda através de uma pequena
abertura nesta ultima. O frasco externo foi fechado por esta borracha e por uma
tampa plastica, de forma que o frasco interno ficou suspenso a cerca de 1 cm do
fundo do frasco externo. O sistema contendo as fatias musculares foi incubado
em banho Maria e Dubinoff por 60 minutos. Apds este periodo, as fatias
musculares foram retiradas do contato com as solucgdes. A liberacdo do CO; foi
estimulada pela injegdo de 200 pL de acido tricloroacético (TCA) 25 % no frasco
externo e CO; foi captado pela hiamina 10-x do frasco interno durante mais 3

horas de incubacéo a 37 °C.

3.11 DOSAGEM DA SINTESE DE GLICOGENIO

A incorporacdo da glicose em glicogénio (sintese de glicogénio) foi

determinada pela mensuracdo da radioatividade do 14 C no precipitado obtido
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durante o processo de extracdo do glicogénio muscular (Sjorgreen et al., 1938). A
oxidacdo da glicose foi estimada pela mensuracéo da radioatividade do 14 C no
liquido contido no frasco interno. A captacdo da 2-deoxiglicose foi avaliada na
fase alcalina obtida durante o processo de extracdo do glicogénio muscular, pela
mensuragao da radioatividade do 3 H+. Toda mediagao da radioatividade foi feita
em contador PACKARD Tricarb 2100 utilizando-se TRITON X-100 com liquido de

cintilacdo a base de tolueno.

3.12 GLICOGENIO MUSCULAR

Apés sacrificio dos animais por decapitacdo, um pedaco das amostras
dos musculos séleo, gastrocnémio branco e vermelho, foram retiradas, digeridas
em KOH 30 % a quente e o glicogénio precipitado a partir da passagem por etanol
a quente. Entre uma fase e outra da precipitacdo, a amostra foi centrifugada a
3000 rpm durante 15 minutos. O glicogénio precipitado foi submetido a hidrolise
acida na presenca de fenol, segundo a proposta de Siu, Russeau e Taylor (1970).

Os valores foram expressos em mg/100 mg de peso umido.

3.13 ANALISE DA SECCAO TRANSVERSA DAS FIBRAS MUSCULARES

A porcdo ventral da outra metade da amostra do musculo séleo foi

pesada e colocada em solucao tamponada de formol 10 % para fixagao.

Apés 48 h, as pecas passaram por desidratacdo em alcool etilico,
diafanizacdo em xilol e foram incluidas em paraplast®. Cortes transversais de 7

KM nao seriados foram obtidos e corados em Hematoxilina-Eosina (H:E). Foram
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selecionados 5 cortes e para cada um deles foram escolhidas 3 areas. Para a
captacdo e andlise das imagens, utilizou-se um software Image Pré-plus® 6.2, e
uma camera digital (JVC) acoplada a um microscopio (Zeiss) com integracdo a
um microcomputador. Todas as imagens foram captadas com uma objetiva de
40x. Em cada area, foram selecionadas 10 fibras para a obtencdo da seccao
transversa, escolhidas aleatoriamente, e o programa gerava um numero
correspondente a area da fibra, sendo analisadas 150 (15x10) fibras por animal
750 fibras (150x5) por grupo experimental. As analises cegas das laminas foram
feitas por um Unico pesquisador, segundo metodologia morfométrica de

Mandarim- de-Lacerda, Fernandes-Santos e Aguila (2010).

3.14 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada através do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, seguido da aplicacdo da analise de variancia ANOVA: Two way e

do pés-teste de Tukey, com relevancia estatistica de P<0,05.

A éarea sob a curva e a constante de decaimento da glicemia foram

determinadas pelo software Origin®.
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4. RESULTADOS

AVALIACAO DO PADRAO ELETROCARDIOGRAFICO E DA TOXICIDADE

A fim de esclarecer a existéncia de fatores ligados a toxicidade
decorrente da suplementacdo com HMB frente a concentracéo utilizada que foi de
320 mg/kg, foram analisados oOrgdos alvo, como o0 coragdo atraves do
eletrocardiograma (ECG) e o figado que é o principal centro de metabolizacao,

através de uma analise bioquimica.

Nas avaliacdes eletrocardiograficas dos grupos suplementados com
HMB, ndo foram observadas alteracbes significativas que justificassem a

interrupcdo da suplementacédo (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros eletrocardiograficos (QT, QTc, QRS, intervalo PR e
segmento PR em ms) e frequéncia cardiaca (FC/bpm) de ratos controle e
suplementado com HMB (320 mg/kg) durante 7 dias. Os valores correspondem a
média = epm (n=6).

FC QT QTc QRS INTER PR SEG PR
Grupos
(bpm) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms)
Controle 260,12+4,4 45,0x1,6 85,5+4,4 11,5+2,06 178,0+9,48 31,5+4,5

Suplementado 233,12+10,5 44,0+1,5 89,5+2,9 11,0+1,9 176,25+7,5 32,0+2,6

Considerando que o figado € o 6érgdo com expressiva agao no controle
metabdlico, foi analisado o perfil das principais enzimas que refletem o
comportamento hepatico, uma vez que estas sdo marcadoras de lesdo. Neste
interim foi avaliada também a concentracdo plasmatica de creatinina, que
representa o indice de fungéo renal. Os dados mostram que ndo houve diferenca

significativa entre os grupos controle e suplementado com HMB. (Tabela 3).
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Tabela 3: Avaliacdo bioquimica da concentracdo plasmatica de enzimas
marcadoras de toxicidade de ratos controle e suplementado com HMB (320
mg/kg) durante 7 dias. Os valores correspondem a média £ epm (n=6).

Enzimas Controle Suplementado
Aspartato aminotransferase (AST) = U.L = 13048,9 144,12+6,1
Alanina aminotransferase (ALT) = U.L™ 42,80+£3,7 35,75+2,8
Creatinina (mg/dL) 0,46+0,05 0,44+0,03

Fosfatase Alcalina Hepatica (nmol. pg de proteina . min™®)  0,15+0,01 0,130,006

AVALIACAO DA SECRECAO, RESPONSIVIDADE INSULINICA E PROVA DE
FUNCAO PANCREATICA.

Conhecidamente, o processo secretério da insulina € influenciado por
varios fatores, dentre os quais alguns agentes provenientes do metabolismo de
aminoacidos. Assim, por se tratar desta condicdo, passou-se a avaliar a resposta
secretoria de insulina de ilhotas isoladas de ratos suplementados com HMB, que
€ um metabdlito do aminoacido leucina. Os resultados mostram que ndo houve
mudanca na secrecdo de insulina das ilhotas incubadas na presenca de glicose
na concentracdo de 2.8 mmol/L. tanto no grupo controle quanto no suplementado.
Este evento também nao foi observado quando as ilhotas foram expostas a

glicose na concentracdo de 5.6 mmol/L.

Dentro da légica de avaliar concentracfes secretagogas, passou-se a
avaliar o comportamento secretorio nas diferentes ilhotas incubadas na presenca
de 8.3 mmol/L de glicose. Os dados mostram que 0 grupo suplementado com

HMB né&o diferiu do controle. Por outro lado, ilhotas incubadas na presenca de
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16.7 mmol/L de glicose foi observado que a secrecao foi 27 % maior, como pode

ser observado na figura 3.
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Figura 3: Secrecao de insulina por ilhota pancreatica isolada de ratos controle (C)
e de ratos suplementados com HMB (320 mg/kg) durante 7 dias (S). As ilhotas
foram incubadas na presenca de diferentes concentracdes de glicose (2.8; 5.6;
8.3 e 16.7 mmol/L). Os valores estdo expressos em ng/ilhota/80minutos (n=6). (*)
Difere significativamente do controle, (P < 0,05).

Tendo em vista as alteracBes observadas in vitro, passou-se a
avaliar a sensibilidade pancreética, através do teste de tolerancia a glicose. Os
resultados mostram que a suplementacdo com HMB ndo promoveu mudanca na
resposta das células B do pancreas ao “bolus” de glicose, dessa forma nao diferiu

estatisticamente do controle (Figura 4).



44

GTT
1800 -
£ 1600 - . i
m E -_- _-_
> S 1400 - ?I _:_:-_[E_:_
3 1200 - -
o2 (gt
o5 1000 - / - -
o - — = =
» £ 800 - -
2 oo - / [
<3 e
o 400 - / -
200 - -
Controle Suplementado HMB

Figura 4: Representacdo da area sob a curva (glicose/mg/dL/120min) apds o
teste de tolerancia a glicose (GTT) de ratos dos grupos controle e suplementado
com HMB (320 mg/kg). Os valores representam a média £ epm (n=5). (*) Difere
significativamente do controle, (P < 0,05).

Os dados até aqui apresentados sugerem a avaliacdo das possiveis
relacbes do HMB com a sensibilidade periférica a insulina, assim, para dirimir esta
duvida avaliou-se a captacdo da hexose por tecidos periféricos através do teste
de tolerancia a insulina (ITT), que expressa acao através da constante de
decaimento da glicemia (KITT). Nesta avaliacdo, foi verificado que o grupo
suplementado com HMB apresentou velocidade de captacéo periférica da glicose

51 % maior se comparado ao controle, como pode ser observado na figura 5.
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Figura 5: Representacdo da constante de decaimento da glicose (KITT; % min)
apos o teste de tolerancia a insulina (ITT) em ratos dos grupos controle e
suplementado com HMB (320 mg/kg). Os valores representam a média + epm
(n=5). (*) Difere significativamente do controle, (P < 0,05).

AVALIACAO METABOLICA COM 2-DEOXIGLICOSE

A seguir, para complementar as observacoes até aqui apresentadas foi
avaliada a captacdo da 2-deoxiglicose em fatias de musculo séleo incubadas in
vitro onde verificou-se que o muasculo do grupo suplementado com HMB
apresentou elevacdo na captacdo de 60,3 % se comparado ao grupo nao

suplementado (Figura 6).
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Figura 6: Captacdo de 2-deoxiglicose [umol/g.(de tecido umido)h] pelo musculo
s6leo (10 fatias musculares por grupo) de ratos controle e de ratos suplementados
com HMB (320 mg/kg) durante 7 dias. Os valores representam a média + epm
(n=6). (*) Difere significativamente do controle, (P < 0,05).

Tendo em vista que a glicose, ap0s captacdo pode ser reservada ou
metabolizada, avaliou-se a oxidacdo da glicose no mesmo modelo de fatias de
musculo sdéleo incubadas in vitro e, como pode ser observado na figura 7, o séleo
do grupo suplementado com HMB apresentou oxidagcdo 25 % maior se

comparado ao controle.
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Figura 7: Oxidacdo da glicose [umol/g (de tecido umido)h] no musculo séleo (10
fatias musculares por grupo) de ratos controle e de ratos suplementados com
HMB (320 mg/kg, via orogastrica) durante 7 dias. Os valores correspondem a
meédia + epm (n=6). (*) Difere significativamente do controle, (P < 0,05).

Ainda dentro do aspecto metabdlico e no intuito de esclarecer o
mecanismo de acdo do HMB, optou-se por avaliar a sintese de glicogénio, onde
verificou-se que o muasculo do grupo suplementado apresentou aumento na
glicogénese, atingindo valores 80,3 % maiores se comparado a condi¢cao controle

(Figura 8).
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Figura 8: Sintese de glicogénio [umol/g (peso umido)h] no musculo soéleo (10
fatias musculares por grupo) de ratos controle e de ratos suplementados com
HMB (320 mg/kg) durante 7 dias. Os valores correspondem a meédia + epm (n=6).
(*) Difere significativamente do controle, (P < 0,05).

AVALIACAO DAS RESERVAS GLICOGENICAS

ApOs a avaliagdo in vitro, passou-se a avaliar o conteddo muscular de
glicogénio em amostras recém coletadas, uma vez que estas reservas exprimem
a acao insulinica, sendo escolhidos o0s muasculos soéleo, formado
predominantemente por fibras do tipo | (vermelhas), gastrocnémio por¢cao branca
(GB), formado predominantemente por fibras do tipo Il (brancas) e gastrocnémio

porcao vermelha (GV), formado por fibras mistas.

Os resultados mostraram que o contetdo de glicogénio do musculo
s6leo do grupo suplementado com HMB foi 48 % maior, se comparado ao
controle, enquanto o musculo desnervado apresentou reservas reduzidas em 57
% se comparado ao controle e 71 % se comparado ao grupo suplementado com
HMB. No mesmo perfil de andlise, foi observado que o grupo desnervado

suplementado com HMB apresentou reservas 49 % menores se comparado com
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o grupo suplementado com HMB, no entanto, apresentou aumento significativo de
75 % nas reservas energéticas se comparado ao grupo desnervado e se

recuperou ao nivel do controle (Figura 9).
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Figura 9: Conteldo de glicogénio do musculo soéleo de ratos controle,
suplementado com HMB, desnervado e desnervado suplementado com HMB (320
mg/kg) durante 7 dias. Os valores correspondem a média + epm (n=6). (*) Difere
significativamente do Controle; (#) Difere significativamente do suplementado com
HMB; (1) Difere significativamente do desnervado, (P < 0,05).

A analise do contetdo glicogénico do musculo gastrochémio por¢ao
branca, mostrou que a desnervacdo promoveu reducdo de 48 % nas reservas, se
comparado ao controle e 55 % menor se comparado ao grupo suplementado com
HMB. Por sua vez, o grupo desnervado suplementado com HMB apresentou
reservas 48 % menores em relacdo ao grupo suplementado com HMB, e se
recuperou ao nivel do controle, porém ndo foi observado diferenca entre o grupo

desnervado e desnervado suplementado (Figura 10).
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Figura 10: Conteudo de glicogénio do musculo gastrocnémio porcdo branca de
ratos controle, suplementado com HMB, desnervado e desnervado suplementado
com HMB (320 mg/kg) durante 7 dias . Os valores correspondem a média + epm
(n=6). (*) Difere significativamente do controle; (#) Difere significativamente do
suplementado com HMB, (P < 0,05).

Na avaliacdo da concentracao de glicogénio do masculo gastrocnémio
porcao vermelha, verificou-se que o grupo desnervado apresentou reservas 54 %
menores se comparado ao controle e 56 % menores se comparado ao grupo
suplementado com HMB. Por outro lado, o grupo desnervado suplementado com
HMB apresentou reservas 103 % maiores em relacdo ao grupo desnervado e se

recuperou ao nivel do controle (Figura 11).
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Figura 11: Conteudo de glicogénio do musculo gastrocnémio porcao vermelha de
ratos controle, suplementado com HMB, desnervado e desnervado suplementado
com HMB (320 mg/kg) durante 7 dias. Os valores correspondem a média + epm
(n=6). (*) Difere significativamente do controle; (#) Difere significativamente do
suplementado com HMB; (1) Difere significativamente do desnervado, (P < 0,05).

AVALIACAO MORFOMETRICA

Com relacdo & area de seccdo transversa das fibras (um?), o grupo
desnervado apresentou area 57 % e 60 % menor se comparado ao grupo controle
e ao grupo suplementado com HMB, respectivamente. JA o grupo desnervado
suplementado com HMB apresentou area 58 % menor com relacdo ao grupo
controle e 60 % menor com relacdo ao grupo suplementado com HMB, porém néo
diferiu do grupo desnervado. As caracteristicas morfométricas podem ser

observadas na figura 12 e na figura 13.
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Figura 12: Area de seccdo transversa (um?) do musculo séleo de ratos dos
grupos controle, suplementado com HMB, desnervado e desnervado
suplementado com HMB (320 mg/kg) durante 7 dias. Os valores representam a
média * dpm (n=5). (*) Difere significativamente do controle; (#) difere
significativamente do grupo suplementado com HMB, (P < 0,05).
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Figura 13: Analise histolégica do musculo Soleo controle (C), suplementado com HMB (S), desnervado
(D) e desnervado suplementado com HMB (DS), (320 mg/kg) durante 7 dias. E possivel visualizar a fibra

Muscular (*) e seus nlcleos periféricos ( =), tecido conjuntivo ('} e artefato ( %, (barra= 40 um).
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5. DISCUSSAO

A literatura cientifica tem demonstrado esfor¢cos no sentido de avaliar a
utilizacdo de suplementos nutricionais enquanto coadjuvante ao tratamento
fisioterapéutico em diferentes condi¢cdes, com destaque no desuso muscular. A
finalidade € proporcionar condi¢cdes energéticas adequadas as fibras musculares
e possivelmente contribuir para o restabelecimento funcional do musculo

esquelético (Machado, 2010; kitamura et al., 2012; Ribeiro, Borin e Silva, 2012).

Pesquisas que investigam os efeitos de suplementos merecem maior
atencdo em relacdo a possivel toxicidade, condicdo que pode promover
modificacdes no equilibrio homeostatico e assim, interferir na funcéo de diferentes
orgaos. Dessa forma, para dirimir a davida quanto a possivel presenca de fatores
que indiqguem que a suplementacdo com HMB na concentracdo utilizada de 320
mg/kg apresenta efeito toxico, iniciou-se o estudo a partir da determinacédo da
concentracdo plasmatica das principais enzimas hepaticas que séo indicadoras
de lesdo no figado, bem como as condi¢Bes de normalidade do 6rgao (Giannini,

Testa e Savarino, 2005).

Neste estudo ndo foi verificado diferenca nas concentracfes
plasmaticas das enzimas fosfatase alcalina hepatica, AST e ALT no grupo
suplementado com HMB diferindo do estudo de Fuller et al. (2014) onde foi
descrito reducdo nas concentracdes plasmaticas da enzima ALT (especifica de
lesdo hepatica). Possivelmente, a diferenca entre as respostas obtidas esteja
fundamentada no fato de Fuller utilizar em seu trabalho doses do HMB 55%
maiores durante 91 dias, se comparado a dose e ao tempo estabelecido neste

trabalho. Neste sentido, a dose que foi escolhida para o presente estudo
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acompanha o estabelecido em estudos clinicos realizados com roedores onde foi
proposto que o HMB néo exerce acao toxica em doses compreendidas entre 3,49
— 4,16 g/Kg de peso, condicdo similar considerando-se machos e fémeas,

respectivamente (Baxter et al., 2005; Gallagher et al. 2000b).

Dentro do mesmo perfil de toxicidade também foi avaliada a
concentragdo plasmatica de creatinina e os dados ndo diferiram de recente
publicacdo onde foram avaliadas diferentes concentragées do HMB (Fuller et al.,

2014).

Uma vez que, alteracdes em parametros quimiometabdlicos refletem
em modificacdes na homeostasia das funcdes cardiacas, foi avaliado o padrao
eletrocardiogréfico dos animais tratados com HMB. Em 2009 Holecek et al.
observaram que o suplemento com HMB promoveu diminuicdo na sintese
proteica no musculo cardiaco, e sugeriu que este fato poderia comprometer o
equilibrio funcional deste 6rgdo, no entanto, no presente estudo dentro do periodo
de avaliacdo, ndo foram observadas modificagcbes que pudessem refletir em
alteracdes na conducao do potencial elétrico no masculo cardiaco. Uma vez que
as ondas captadas no grupo controle ndo diferem dos suplementado com HMB,

sugere-se que nao haja cardiotoxicidade.

Baseado na proposta deste estudo, cujo fundamento se refere ao
estudo de condi¢cdes metabdlicas musculares e por ser impar o controle insulinico
de vias metabdlicas, optou-se por avaliar a responsividade pancreatica em
animais suplementados com o metabdlito da leucina, com énfase ao processo

secretorio de insulina, através do teste de tolerancia a glicose (GTT).
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Inicialmente deve-se considerar que na literatura ndo ha consenso
sobre o efeito do HMB no processo secretdrio de insulina, uma vez que, haja
trabalhos com animais experimentais que mostram que o substrato proveniente
da metabolizacdo da leucina ndo promove secrec¢do de insulina (Clarkson e
Rawson, 1999). No mesmo perfil de analise, foi descrito hiperinsulinismo em
humanos tratados com HMB, no entanto, neste estudo considera-se a diferenca
quanto a espécie, a dose e o tempo de tratamento (Wilson et al., 2013). No
presente estudo, e fundamentado no tempo e na concentracdo aqui utilizada néao
foi observado modificacdo na resposta pancreética concordando com Vukovich et

al. (2001).

No teste de tolerancia a insulina (ITT) nas condigbes experimentais
controle e suplementados, os resultados mostraram que o0 grupo suplementado
com HMB apresentou maior velocidade na constante de decaimento da glicemia.
Isto indica que o substrato pode exercer atividade sensibilizadora em tecidos

periféricos.

Pimentel et al. (2011) estudou a agéo da suplementacdo com HMB em
ratos e descreveu aumento significativo na populacdo de receptores de insulina
no figado. E importante ressaltar que o ITT mostra a resultante da constante de
captacdo da hexose nos tecidos periféricos, sendo sugestivo o aumento na
sensibilidade insulinica nos demais tecidos e ainda, pode-se sugerir que o HMB
na concentracdo aqui utilizada, ao apresentar perfil sensibilizador tecidual
promove adaptacdo na funcdo das ilhotas pancreaticas ajustando a

responsividade de acordo com a modificacdo na populacdo de receptores


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clarkson%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10442270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rawson%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10442270
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insulinicos nos tecidos periféricos. Frente a este ajuste e a normoglicemia é

sugestivo que as ilhotas possam ter modificado sua sensibilidade.

Reducéo na sensibilidade insulinica foi descrito em um estudo onde foi
administrado 320 mg/kg de HMB durante um més, diferindo do tempo de
tratamento estabelecido no presente trabalho (Pinheiro et al., 2012; Yonamine,

2013) .

Quanto ao perfil secretério em ilhotas isoladas, foi verificado
elevagcdo na secreg¢do de insulina somente nas ilhotas incubadas em alta
concentracdo de glicose. Estes dados acompanham a literatura ao ser
demonstrado que o HMB potencializa o efeito secretorio das ilhotas frente a altas
concentracbes glicémicas, nao apresentando acdo enquanto secretagogo

(Gerlinger-Romero et al., 2011; Wilkinson et al., 2013).

Uma recente publicagdo que pode referendar as mudancas nha
dindmica secretoria descritas neste trabalho indica que o HMB quando combinado
com resveratrol, um polifenol natural que ocorre na casca das uvas vermelhas
produz expressivo aumento na sensibilidade a insulina bem como promove
elevacdo na captacdo de glicose no musculo esquelético na presenca do HMB

(Bruckbauer et al., 2012).

A captacdo de 2-deoxiglicose em fatias de musculo esquelético in
vitro mostra elevagdo na captacdo deste agente nos musculos provenientes de
animais suplementados com HMB, fato que reitera a acdo sensibilizadora em

tecidos periféricos (Bruckbauer et al., 2012).

Sequencialmente apos verificar a intensa captacao da 2-deoxiglicose

foi observado um percentual extremamente baixo no que se refere a oxidacéo o
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que indica que na presenca do HMB, a via glicolitica pode ndo ser
preferencialmente ativada. Merece destacar que na analise da formacédo de
glicogénio a expresséao foi maior se comparado a oxidagcéo e pode indicar que ha
uma hierarquia na acdo do HMB no musculo esquelético potencializando
inicialmente a captacao da hexose e sequencialmente favorecendo a formagéo de
reservas glicogénicas. Este dado corrobora com recente publicagdo onde foi
demonstrado que o HMB dobra a atividade da enzima glicogénio sintetase, além

de quadruplicar a formagéao de glicogénio (Pinheiro et al., 2012).

Na fase experimental in vivo onde foi avaliado o conteddo muscular
de glicogénio também foi observada a acdo potencializadora do HMB na
formacdo destas reservas, merecendo destacar que a maior intensidade foi
observada no musculo séleo (fibras vermelhas) se comparado ao gastrocnémio

(fibras brancas) (Pinheiro et al., 2012; Wilkinson et al., 2013).

A dindmica contratil da musculatura esquelética decorre da atividade
de fibras nervosas motoras que entram em contanto com a membrana da fibra
muscular esquelética através de placas motoras. A perda desta integridade
promove a perda imediata da atividade voluntaria e reflexa, seguida de atrofia
muscular, estes fendmenos se caracterizam por expressivas mudancas
bioguimicas, mecéanicas, elétricas e morfoldgicas (Magnusson et al., 2005; Riiegg

e Glass, 2011).

Dentre as alteracbes na homeostasia metabolica destaca-se a reducéo
na atividade das vias insulinicas comprometendo a dinamica de captacdo e
metabolizacdo da glicose, reducdo na expressdo génica dos transportadores

GLUT 1 e GLUT 4 comprometendo o suprimento energético e desencadeando o
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processo de atrofia (Magnusson et al., 2005; Dow et al., 2006).

Os resultados mostraram que concomitante a desnervacdo as
reservas glicogénicas foram expressivamente baixas, se comparado ao musculo
inervado, o que indica comprometimento na formacdo destas reservas. Estes
dados acompanham publicagcbes que demonstraram reducdo na atividade da
enzima glicogénio sintetase, no sistema PKC-epsilon e teta, bem como no
controle das vias responsaveis pela formacdo das reservas glicogénicas (Smith,

Lawrence,1985; Jiaxu et al., 2002; Norrby et al., 2012; Bongers et al., 2013)

Estudos morfométricos realizados com musculo esquelético de rato
descreveram os 3 tipos distintos de fibras que exibem diferentes sensibilidade e
responsividade a insulina, a saber: tipo | caracterizado por fibras lentas
vermelhas; tipo lla caracterizado por fibras vermelhas rapidas e tipo Ilb
caracterizado por fibras brancas rapidas. Em condi¢édo de repouso a captagéo de
glicose estimulada pela insulina € maior nas fibras tipo | e lla, que expressam um
maior numero de transportadores de glicose que as fibras brancas (James,

Jenkins e Kraegen, 1985; Mcdermott et al, 1991).

Neste sentido, foi observado que tanto o s6leo quanto o gastrocnémio
porcdo vermelha foram os musculos que apresentaram as menores reservas
glicogénicas provocados pela desnervacdo. Este comprometimento pode ter
relacdo com a populacédo de receptores de insulina onde ja foi descrito que
musculos vermelhos apresentam uma populacdo 30 % maior de receptores

insulinicos (James et al.,1985; Hirose et al., 2001).

No que se refere as alteracfes na via insulinica geradas pela seccéo

completa da inervacdo motora, destaca-se a diminuicdo na concentracdo e


http://www.jbc.org/search?author1=R+L+Smith&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jbc.org/search?author1=J+C+Lawrence,+Jr&sortspec=date&submit=Submit
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atividade da enzima fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K) e da enzima AKT, diminuicdo
na expressdo génica do acido ribonucléico mensageiro (RNAmM) e na populacéao
do transportador de glicose GLUT 4, gerando comprometimento energético e de

forma associada, predispondo a atrofia (Henriksen et al., 1997).

Alteracdes morfométricas ligadas a atrofia incluem a diminuicdo na
area de secc¢do transversa das fibras musculares, concomitante reducdo do
volume e da massa muscular (Brooks e Myburgh, 2014). Na analise morfométrica
foi observado reducdo na area da fibra nos grupos desnervados e desnervado
suplementado com HMB, acompanhando estudos que descreveram reducao na
area de seccéo transversa em condi¢cdes que promovem o desuso (Ahtikoski et al.

2003; Fusatto, 2012).

A reducdo na area das fibras, bem como da massa muscular decorre
de modificagbes no balanco sintese/degradacao proteica o que leva para o
quadro de atrofia muscular enquanto resultante de reducdo da sintese, sem
descompensar a degradacdo, acompanhando sugestdes propostas na literatura

(Taillandier et al., 2003; Gomes et al., 2004).

A literatura retrata que a suplementacdo com HMB exerce efeitos
positivos em diferentes condigcbes patoldégicas e ainda atua no sentido de
melhorar a performance e prevenir contra lesbes no esporte. Esta acdo esta
fundamentada na capacidade do HMB em promover reducdo na proteodlise e

ativar a sintese proteica (Zanchi et al., 2011).

by

No que se refere a interacdo do HMB com as vias enzimaticas
responsaveis pela sintese proteica, sabe-se que este metabdlito ativa a mTOR

bem como seus efetores denominados 4EBP-1 e p70S6k. Essas vias atuam


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brooks%20NE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24672488
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Myburgh%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24672488
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diretamente no controle do crescimento celular, promovendo aumento de
proteinas miofibrilares e elevando a expressdo dos processos de traducdo de
RNAmM, sugerindo acéo direta do HMB sobre a proliferacdo e a diferenciacdo dos
mioblastos (Eley et al., 2007; Zanchi e Lancha-Junior, 2008). No contexto da
reabilitacdo, este efeito pode em situacdes catabolicas, contribuir para a

preservagao da massa muscular.

Na avaliacdo morfométrica do grupo desnervado suplementado com
HMB, n&o foi verificado diferenca quando comparado ao grupo somente
desnervado. Isto indica que concomitante a perda da inervacdo motora ha
reducdo na expressdo da mTOR e seus efetores, assim, estas alteracdes
produzem um ambiente citosdlico com baixa eficiéncia no processo de
manutencdo da sintese proteica, considerando que a via PI3K/AKt e mTOR é a

reguladora do tamanho das fibras musculares (Bodine et al., 2001).

Assim, com base nos resultados obtidos neste estudo, foi observado
que a suplementacdo com HMB no tempo e na dose utilizada ndo causou efeitos
toxicos e foi eficaz na melhora da via metabdlica do musculo desnervado, porém,
nado foi capaz de expressar acao no restabelecimento da fibra do musculo que

teve sua desconexao nervosa.

E sugestivo que os efeitos da suplementacdo com HMB durante 7 dias
no musculo desnervado tenha uma sequéncia funcional, inicialmente priorizando
a via metabolica com a melhora da sensibilidade periférica a insulina e com o
aumento da formacdo das reservas energéticas de glicogénio, para
sequencialmente, em um periodo maior, expressar acdo na estrutura da fibra

muscular.
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Durante a realizacdo deste estudo constatou-se como limitacdo a
necessidade de avaliar os efeitos do HMB a longo prazo, com grupos
suplementados por 14 e 28 dias, além de ter um grupo imobilizado para analisar a
acao do HMB em diferentes condi¢cfes de desuso muscular. Outro fator relevante

€ a escassez de literatura sobre os efeitos deste metabdlito na via insulinica.

Dessa forma, sugere-se que sejam realizadas novas pesquisas sobre o

HMB como um coadjuvante dos tratamentos fisioterapéuticos.
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6. CONCLUSOES

A suplementacdo com HMB na concentracédo de 320 mg/Kg ndo apresentou efeito

toxico que influenciasse a dinamica elétrica cardiaca.

N&o houve toxicidade quando analisadas as principais enzimas hepaticas e de

funcao renal.

O HMB apresentou acdo potencializadora na sensibilidade periférica a insulina,
uma vez que promoveu elevacdo na velocidade de decaimento da glicemia, como

descrito no ITT.

Preferencialmente a acdo do HMB se refere a elevacdo na captacdo de hexose
seguida da formacdo de reservas glicogénicas, que sugere melhora nas

condicBes energéticas, como expresso na avaliacdo com 2-deoxi-glicose.

A acao glicogénica do HMB foi mais expressiva em musculos vermelhos controle

e desnervados.

O HMB nédo modificou a area de seccado transversa das fibras musculares
desnervadas, o0 que sugere que possivelmente haja uma hierarquia funcional,
onde o restabelecimento das condicdes energéticas venha a preceder o

comprometimento estrutural das fibras.
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