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RESUMO

A imobilizacéo utilizada freqientemente na clinica ortopédica promove ao tecido
muscular uma série de efeitos deletérios que retardam o processo de reabilitacéo,
por isso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com BCAA e
da EENM sobre o perfil metabdlico de musculos de membro posterior imobilizado
de ratos Wistar divididos em 7 grupos (n=6): Controle, Tratado com BCAA,
Tratado com EENM, Imobilizado, Imobilizado tratado com BCAA, Imobilizado
tratado com EENM, Imobilizado + EENM + BCAA. Foram avaliadas a secrecao de
insulina em ilhotas isoladas, decaimento percentual de glicose (KITT), reservas de
glicogénio (RG) dos musculos S, GB e GV, relacdo PT/DNA no S, GB, GV e peso
do musculo S. A avaliacdo estatistica foi realizada pelo teste de normalidade,
seguida pela ANOVA e teste de Tukey com nivel de significancia de p<0,05. Os
resultados demonstraram que: 1- as RG e a PT/DNA da musculatura imobilizada
foram reduzidos; 2- a secrecdo de insulina foi elevada nos 3 primeiros dias e
retornou ao indice controle no 7° dia; 3- o KITT mostrou-se reduzido no 3° dia e
retornou ao basal no 7° dia; 4- o tratamento com BCAA e a EENM isoladamente
promoveram elevacdo no conteido muscular de glicogénio e na relacdo PT/DNA
com maior intensidade no musculo imobilizado; 5- a associacdo da EENM com a
suplementacdo com BCAA promoveu a mais expressiva elevacdo na RG e na
relacdo PT/DNA nos musculos imobilizados. Estes resultados sugerem que tanto
a suplementacdo quanto a EENM, foi eficaz interferindo nas alteragbes
metabdlicas desencadeadas pela imobilizacdo, no entanto, no tratamento com a
associacdo os musculos apresentaram as melhores condi¢cdes energéticas além
de demonstrar uma ac¢do anti-catabdlica, fatores que podem favorecer uma
recuperacao mais rapida na fase pés-imobilizagéo.

Palavras Chaves: Aminoéacidos, suplementacdo, imobilizacdo, atrofia,
fisioterapia.



ABSTRACT

The immobilization often used in orthopedic clinic promotes muscle tissue to a
number of deleterious effects that slow the rehabilitation process; therefore, the
aim of this study was to evaluate the effect of treatment with BCAA (branched
chain amino acid) and neuromuscular electrical stimulation (NMES) on the
metabolic profile of muscle of hind limb immobilized rats. For this, rats were
divided into 7 groups (n = 6): control, treated with the BCAA, treated with NMES,
immobilized, immobilized treated with BCAA, immobilized + EENN and
immobilized + NMES treated with BCAA. We evaluated the following variables:
insulin secretion in isolated pancreatic islets, decay rate of glucose (KITT),
glycogen reserves (RG) in soleus, gastrocnemius white portion (WG) and red
(RG), and relationship (TP/DNA) in S, WG, RG and weight (S). Statistical analysis
was performed using normal, followed by ANOVA and Tukey's test, p<0.05. The
results showed that: 1- the GC and TP/DNA immobilized muscles were reduced;
2-insulin secretion was increased in the first 3 days and returned to control content
on day 7; 3- KITT was reduced in the 3" days and returned to baseline by day 7, 4
- treatment with BCAA or NMES alone promotes an elevation in muscle glycogen
content and the ratio PT/DNA with greater intensity in the muscle immobilized, 5 -
the association of NMES with BCAA supplementation promoted the most
significant increase in the RG and for PT/DNA in the immobilized muscles. These
results suggest that both the supplementation and the NMES were effective in
interfering with metabolic changes triggered by the immobilization, however,
treatment with the combination BCAA + NMES showed the best energy conditions
also demonstrate an anti-catabolic action, factors that can promote faster recovery
in the post-immobilization.

Key words: Amino acids, supplementation, immobilization, atrophy, physiotherapy.
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1 INTRODUCAO

A imobilizacdo musculo-esquelética, como recurso terapéutico, tem
vasta aplicabilidade pratica no campo da traumatologia e medicina desportiva,
merecendo destaque nos entorses, fraturas Osseas, rupturas ligamentares,
tendineas e de outros tecidos moles. O principio de sua indicacdo baseia-se
sobre a contencéo dos efeitos potencialmente algicos dos movimentos bem como
ser um instrumento para possibilitar e facilitar a cicatrizacdo dos tecidos
danificados, ou seja, visa permitir que estes tecidos possam atravessar as fases
do processo de reparo sem interferéncias externas (Urso, 2009).

Através destes conhecimentos podemos dizer que a imobilizacao
torna-se de certa forma um “mal necessario”. Por outro lado, a imobilizacdo pode
desencadear uma série de alteracdes adaptativas nos sistemas organicos que se
traduzem em perda funcional global e local, comprometendo o tempo de retorno
do individuo as suas atividades normais. No sistema musculo-esquelético, a
reducdo da massa muscular e 0ssea sdo os efeitos mais marcantes desse
processo (Clark, 2009).

Véarios modelos experimentais aplicados ao estudo da imobilizacdo sao
descritos na literatura. A maioria destes experimentos foi realizada em animais
devida principalmente a questdes éticas. Investigagcbes em humanos, voluntarios
ou pacientes, fornecem dados limitados como medidas de trofismo muscular,
forca de um grupo de muasculos, caracteristicas de contracéo e alguns parametros
morfolégicos e bioquimicos obtidos por bidpsias musculares e amostras
sanguineas (Appel, 1990).

Os efeitos da imobilizacéo induzida por técnicas ndo invasivas como a

imobilizacdo por aparelho gessado ou suspensao do corpo, tém sido estudados
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com mais frequiéncia em animais. Tais técnicas tém merecido especial atencao da
NASA (National Aeronautics and Space Administration — USA), na busca de
informacBes sobre o comportamento dos sistemas organicos submetidos a
microgravidade, que apresentam alguns tracos de semelhanca com a
imobilizacdo. Um modelo invasivo utilizado para estudar os efeitos da
hipoatividade motora em animais consiste na neurectomia ciatica, que tem
algumas limitacdes impostas pelas alteracbes neurotréficas que acompanham
este modelo quando se deseja estudar aspectos do metabolismo focados neste
estudo (Akima et al., 2009).

Na tentativa de se criar a situacdo mais proxima da realidade da
imobilizacdo dos membros, tdo comum na préatica ortopédica, o presente estudo
utilizou um modelo de imobilizacdo do membro posterior dos animais induzida
pela aplicagdo de uma ortese que manteve o membro na posi¢cao de 90° e nao
impediu o deslocamento do animal. A partir desse modelo, alguns efeitos sobre 0
metabolismo geral e local do animal foram estudados.

No contexto de minimizar os efeitos deletérios e/ou acelerar a
recuperacado funcional de um segmento pés-imobilizacdo, a EENM apresenta-se
como um recurso com potencialidades locais e sistémicas que podem agir
significativamente sobre o sistema musculo-esquelético. Como recurso
terapéutico, a EENM tem ampla aplicabilidade na pratica clinica, sobretudo
gquando o movimento ativo normal ndo pode ocorrer. Esse fato obriga a busca
incessante de novos estudos, tanto do processo de inatividade quanto da EENM,
visando possibilitar a aplicacdo terapéutica deste recurso com a maxima

eficiéncia, seguranga e com o minimo de riscos a saude do individuo.
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Em virtude da freqiéncia com que a EENM é utilizada na pratica
clinica, ha uma grande importancia no desenvolvimento de trabalhos que
determinem a influéncia da EE na recuperacdo das condi¢cdes energéticas
comprometidas pelo desuso. Modelos experimentais tém sido desenvolvidos com
o intuito de se estudar a adaptacdo muscular durante a imobilizacdo havendo
sugestbes de que as alteracdes mais relevantes da atrofia ocorrem nos dias

iniciais da imobilizac&o (Qin et al., 1997).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 IMOBILIZACAO

O sistema musculo-esquelético, como todos os sistemas organicos,
tem a capacidade de reagir as demandas funcionais impostas a ele, visando
fornecer o maior rendimento possivel para atender ao aumento nesta demanda ou
sofrer as consequéncias da reducdo desta. Em linhas gerais, sdo respostas
adaptativas que visam ajustar a capacidade funcional do sistema para gerar a
maxima eficiéncia com o menor consumo energeético possivel.

O efeito mais marcante da imobilizacdo no sistema mdusculo-
esquelético é a atrofia muscular (Kannus et al., 1998). Neste interim, os estudos
dos efeitos metabdlicos locais e sistémicos da imobilizagdo se revestem de
grande importancia, pois fornecem as informagcfes necessarias para a
compreensao e intervencao terapéuticas e preventivas nas situacoes de privacao
da mobilidade de partes do corpo, na imobilizacdo, em lesdes do neurdnio motor

ou ainda do corpo todo, como nos repousos prolongados no leito.
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Os modelos animais permitem uma compreensao mais global sobre o
envolvimento metabdlico nos processos de imobilizagdo musculo-esquelética.
Mussachia et al.,, (1988), em um estudo sobre atrofia muscular, comparou
diferentes modelos de inducdo de atrofia muscular e sua influéncia nos aspectos
morfologicos, fisiolégicos, bioquimicos e de forca muscular. A principal
caracteristica observada foi a atrofia muscular e a diminuicdo da atividade
contratii do masculo. Vale ressaltar que estes resultados sofrem profundas
influéncias das técnicas utilizadas para induzir a imobilizacédo. Interessantemente,
nas décadas de 70 e 80 foram descritos diferentes comportamentos entre fibras
musculares secundarios a imobilizacdo. Nos trabalhos de Jafee et al. (1978) e
Mcdougall et al. (1980), as fibras brancas (tipo Il) sdo as mais acometidas por
atrofia pds-imobilizacdo enquanto que, nos relatos de Booth e Kelso (1973), e
Edgerton et al. (1975) as fibras vermelhas (tipo 1) respondem mais
significativamente a atrofia. Existem ainda, trabalhos que n&o encontraram
diferencas significativas na atrofia pés-imobilizacdo nos diferentes tipos de fibras
(Williams e Goldspink, 1973; Boyes e Johnston, 1979). A atrofia do musculo
esquelético decorrente da imobilizacdo ocorre pela diminuicdo dos niveis de
sintese protéica e conseguentemente aumento dos niveis de degradacéo
protéica. Nas primeiras 6 horas de imobilizacdo ja existe uma reducédo de 37%
nos niveis de sintese protéica (Booth e Seider, 1979). Esta reducdo parece afetar
a unidade motora também.

A posicdo em que o musculo € imobilizado também tem importante
influéncia no comportamento morfologico do mesmo. Se o muasculo for imobilizado
em encurtamento, ocorrera uma significativa reducdo do niumero de sarcomeros

em série (Appell, 1986), enquanto que numa posi¢cao de estiramento, ocorrera o
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contrario, com aumento das unidades sarcomeéricas (Williams e Goldspink, 1978).
Neste sentido, alguns estudos foram realizados considerando a posicao articular
em que os tornozelos dos animais em experimentacdo foram mantidos, sendo
que Ploug et al. (1995), utilizaram a posicao neutra, Seki et al. (2001), utilizaram a
dorsiflexdo enquanto que Sakakima et al. (2004), utilizaram a flexdo plantar.
Jarvinen et al. (1992), estudando os efeitos da imobilizagdo no membro posterior
em posicdo neutra de ratos, encontraram um marcado aumento do tecido
conjuntivo tanto no endomisio quanto no perimisio, principalmente no sarcolema
das células musculares. Esse aumento foi acompanhado por aumento
significativo das fibras conjuntivas peri-capilares, podendo comprometer o
suprimento sanguineo para as fibras musculares e potencializar o processo de
atrofia. Também descreveram aumento do numero das fibras perpendiculares
aderidas as fibras musculares adjacentes, notando que estas fibras tornaram-se
muito aumentadas podendo contribuir para a restricAo da mobilidade entre as
fibras adjacentes.

O musculo-esquelético atua como sitio no metabolismo de glicose e da
acao insulinica, sendo auto-regulado pela demanda funcional e fornecimento do
substrato. Assim, fatores como a imobilizacdo pode gerar modificacbes
intrinsecas comprometendo essa dindmica. Hirose et al. (2000) mais
recentemente, encontraram resultados semelhantes quando descreveram a
reducdo da resposta a sinalizacdo da insulina em musculos imobilizados,
comprometendo, portanto o transporte total de glicose.

Hilder et al. (2003), observaram também reducdo na expressdo de
proteinas nos musculos hipotrofiados e a correlacionaram a reducdo na

efetividade da proteina IRS-1, evidenciando o comprometimento na sinalizacao
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insulinica. Além disso, verificou-se uma reducdo na atividade da enzima Akt,
indicando alteracfes nas vias citosoélicas responsaveis pela glicogénese bem
como a glicolise. Tais alteracbes podem refletir diretamente no processo de
hipotrofia por comprometer o fornecimento e as reservas de substratos

metabolizaveis.

2.2 Acdes Insulinicas

A sinalizacdo intracelular da insulina comeca com a sua ligacdo a um
receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade
qguinase, composta por duas subunidades o e duas subunidades B, que atua
como uma enzima alostérica. A ligacao da insulina a subunidade o permite que a
subunidade B adquira atividade quinase levando a alteracdo conformacional e
autofosforilagdo, que aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor (White,

1997; Saad, 1994).

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila varios substratos
protéicos em tirosina. Atualmente, ja foram descrito inUmeros substratos do
receptor de insulina, porém, merecem destacar que quatro desses pertencem a
familia dos substratos do receptor de insulina, as proteinas IRS. Outros
substratos incluem Shc, Gab-1, p60%*, Cbl, JAK2 e APS. A fosforilacdo em
tirosina das proteinas IRS cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo
dominios com homologia a Src 2 (SH2). Dentre estas se destaca a
fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-quinase). As funcgdes fisiologicas do IRS-1/2
foram recentemente estabelecidas através da producdo de camundongos sem 0s
genes que codificam o IRS-1 e IRS-2 (camundongos knockout para IRS-1 e IRS-

2). O camundongo que ndo expressa IRS-1 apresenta resisténcia a insulina e
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retardo de crescimento, mas nao € hiperglicémico (Cavalheira et al., 2002b; Saad

et al., 1992).

O receptor de insulina, além de ser fosforilado em tirosina, também
pode ser fosforilado em serina, o que reduz a transmissdo do sinal através da
diminuicdo da capacidade do receptor em se fosforilar em tirosina apds estimulo
com insulina. Essas fosforilacdes inibitérias causam feedback negativo na
sinalizagdo insulinica e podem provocar resisténcia a insulina. A Pl 3-quinase é
importante na regulacdo da mitogénese, diferenciacdo celular e transporte de
glicose estimulada pela insulina. A PI-3 quinase foi originalmente identificada
como um dimero composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma
subunidade regulatéria (p85). A ligacdo dos sitios YMXM e YXXM (onde Y=
tirosina, M= metionina e X= qualquer aminoacido) fosforilados das proteinas IRS
ao dominio SH2 da subunidade p85 da Pl 3-quinase ativa o dominio catalitico
associado. A enzima catalisa fosforilacdo dos fosfoinositideos na posicdo 3 do
anel de inositol produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-difosfato
e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato. Atualmente, a Pl 3-quinase € a Unica molécula
intracelular considerada essencial para o transporte de glicose. As proteinas alvo
conhecidas dessa enzima sdo a Akt e as isoformas atipicas da PKC, porém a
funcdo destas proteinas no transporte de glicose ainda ndo esta bem

estabelecida (Cavalheira et al., 2002a).

Aléem da ativagcdo da Pl 3-quinase, outros sinais também sao
necessarios para que a insulina estimule o transporte de glicose. Essa segunda
via envolve a fosforilacdo do protooncogene Cbhl a associado com a proteina
adaptadora CAP formando o complexo Cbl-CAP que ao migrar para a membrana

celular interage com a proteina Crkll que fica associada com a proteina C3G que
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€ uma proteina trocadora de nucleotideos que catalisa a troca de GDP por GTP
da proteina TC10 ativando-a. Uma vez ativada, TC10 causa um sinal para a
translocacdo da proteina GLUT4, em paralelo a ativacdo da via da Pl 3-quinase

(Thomas e Hall, 1997).

A insulina também estimula a mitogen-activated protein (MAP)
quinase, que € uma via iniciada com a fosforilacdo das proteinas IRS e/ou Shc,
que interagem com a proteina Grb2. A Grb2 estéd constitutivamente associada a
SOS, proteina que troca GDP por GTP da Ras ativando-a. A ativacdo da Ras
requer a participacdo da SHP2. Uma vez ativada, Ras estimula a fosforilacdo em
serina da cascata da MAPK que leva a proliferacdo e diferenciacdo celulares. A
insulina aumenta a sintese e bloqueia a degradacdo de proteinas através da
ativacdo da mTOR, esta controla a translacdo de proteinas diretamente através
da fosforilacdo da p70- ribossomal S6 quinase (p70™Y), que ativa a sintese
ribossomal de proteinas através da fosforilacdo da proteina. A mTOR também
fosforila a PHAS1, que aumenta a sintese protéica via aumento da translacao de

proteinas (Cross et al., 1995).

2.2.1 Relagbes com a sintese de glicogénio

A insulina inibe a producéo e liberacéo de glicose no figado através do
bloqueio da gliconeogénese e glicogendlise e ainda estimula o acumulo de
glicogénio através do aumento do transporte de glicose no musculo e sintese de
glicogénio em figado e musculo. Este evento é obtido pela desfosforilagdo da
glicogénio-sintetase. Apds estimulo com insulina a Akt fosforila e inativa a GSK-3,

o que diminui a taxa de fosforilacdo da glicogénio-sintetase aumentando sua

atividade. A insulina também ativa a proteina fosfatase 1, por um processo
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dependente da Pl 3-quinase, que desfosforila a glicogénio sintetase diretamente.

Na neoglicogénese, a insulina inibe diretamente a transcricdo de genes
que codificam a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), enzima chave no
controle desse processo além de diminuir a taxa de transcricdo do gene que
codifica a frutose-1,6-bifosfatase e a glicose 6 fosfatase e aumenta a transcricao
de genes de enzimas glicoliticas como a glicoquinase a piruvato quinase As vias
de sinalizagdo que regulam a transcricAo desses genes permanecem
desconhecidas, mas envolvem a Akt e fatores de transcricdo da familia forkhead

e o coativador do PPAR 3, PGC-1.

2.3 BCAA

A suplementacdo de BCAA especificamente a leucina, valina e
isoleucina, surgiu com a hipétese da fadiga central (Gomes e Tirapegui, 2000).
Este tipo de fadiga seria caudado por um declinio da concentracdo plasmatica de
BCAA permitindo entdo, um maior influxo de triptofano livre no cérebro, que por
sua vez é precursor do neurotransmissor serotonina, relacionada ao estado de
letargia, cansaco e sono. Os BCAA e o triptofano sdo aminoacidos neutros que
competem na barreira hematoencefalica, logo aquele que estiver em maior
concentracdo é transportado para dentro do cérebro (Gomes e Tirapegui, 2000;
Chevont et al,2004; Watson et al, 2004).

Tem sido sugerida a suplementacgéao oral com BCAA como um meio de
limitar a entrado de triptofano no sistema nervoso central, reduzindo a taxa de

sintese de serotonina e, consequentemente, aumentando a capacidade de
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realizacdo do exercicio (Watson et al, 2004; Chevront et al, 2004; Othani et al,
2006).

Durante a atividade motora prolongada o musculo capta BCAA da
corrente sanguinea para oxida-los. Logo, a ingestdo de BCAA poderia resultar
num aumento do desempenho por oferecer ao musculo substratos que
diminuissem a necessidade da quebra de glicogénio (Othani et al, 2006).

Alguns estudos observaram os efeitos da suplementacdo de
aminoacidos na recuperacdo muscular. Recentemente foi demonstrado que
BCAA livres, especialmente a leucina, tém papel importantissimo no metabolismo
de proteinas (Shimomura et al, 2006; Norton e Layman, 2006). Inimeros efeitos
tém sido atribuidos aos BCAA nas Uultimas décadas, como melhoras nas
respostas fisioldgicas e psicologicas ao treinamento e no desempenho (Coombes
e Mcnaughton, 2000). E sabido que o exercicio aumenta a oxidacdo de BCAA no
musculo, podendo sua suplementacdo ser de grande interesse para atletas e
esportistas (Shimomura et al, 2006).

Acredita-se que a leucina seja o BCAA de maior importancia para a
recuperacdo muscular (Crowe et al, 2006; Norton e Layman, 2006). Sabe-se que
sua suplementacao oral é capaz de elevar sua concentracdo intracelular e altas
concentracbes de leucina intracelulares sdo fundamentais para a ativacdo da
proteina mTOR (mammalian target of rapamycin) e de fatores de iniciacdo de
transducdo que, por sua vez, sdo responsaveis pela recuperacdo da sintese
protéica muscular apos o exercicio tanto de resisténcia quanto de forca (Norton e
Layman, 2006).

Sob a hipétese de que a adicdo de BCAA em bebida com carboidratos

pudesse melhorar o rendimento fisico e a percepcao cognitiva de esfor¢co durante
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0 exercicio em condicbes de estresse (calor, desidratacdo e deplecdo de
glicogénio muscular), sete homens fisicamente ativos consumiram um total de 1,4
litros de solucdo contendo 60 g/L de glicose com adicdo de 10 g/L de
maltodextrina (placebo) ou 10 g/L de BCAA (55% valina, 30% leucina e 15%
isoleucina). As bebidas foram ingeridas em doses de 200 ml imediatamente antes
e a cada 15 minutos durante 60 minutos de exercicio em bicicleta ergométrica a
50% VOzmax, Seguida de 30 minutos de pedalada para avaliar o desempenho.
Observamos que a suplementacdo com BCAA nao melhorou o desempenho ou a
percepcdo cognitiva de esforco durante o exercicio em condicdes de estresse
(Chevront et al, 2004).

Em um estudo semelhante, oito homens praticantes de exercicio de
resisténcia foram suplementados com 250 ml de solucdo de BCAA (6 g/L
leucina,3 g¢/L isoleucina, 3 g¢/L valina) a cada 30 minutos durante duas horas
antes do exercicio e com 150 ml da mesma solucdo a cada 15 minutos ao longo
do teste de esforco em cicloergdmetro até a exaustao, realizado em condicdes de
calor e deplecdo de glicogénio muscular. A suplementacdo de BCAA ndao
influenciou o rendimento fisico em ambiente quente (Watson et al, 2004).

Outros estudos tém demonstrado que os BCAA, principalmente a
leucina, sdo altamente oxidados durante o exercicio prolongado (Crowe et al,
2006; Othani et al, 2006; Norton e Layman, 2006). Apds seis semanas de
suplementacdo com L-leucina (45 mg/kg/dia) 13 canoistas (10 mulheres e 3
homens) apresentaram melhora no desempenho de longa duracdo e na poténcia
de membros superiores. No entanto, ndo houve elevacdo significativa do

triptofano livre no plasma nem da relacdo deste com a concentracdo plasmatica
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de BCAA, indicando que a melhora do desempenho né&o foi mediada por reducéo
na fadiga central durante o exercicio (Crowe et al, 2006)

Coombes e McNaughton, (2000), investigaram os efeitos da
suplementacdo com BCAA em indicadores plasmaticos de danos musculares
(creatina quinase e lactato desidrogenase) apds exercicio prolongado. Neste
estudo, suplementaram 12 g/dia de BCAA (33,3% leucina, 33,3% isoleucina e
33,3% valina) por 14 dias em homens saudaveis praticantes de atividade fisica
regular e consumidores de dieta adequada em proteinas. Antes e depois do
exercicio (pedalar 120 minutos a aproximadamente 70% VO2zmsx), 0S individuos
consumiram 20 g adicionais de BCAA. Observamos significativa queda nas
concentracbes plasmaticas dos marcadores de danos musculares estudados
apos o exercicio, sugerindo que a suplementacdo de BCAA pode diminuir os
danos musculares associados a exercicios de longa duracéo.

Segundo Shimomura et al. (2006), a ingestdo de 5 g BCAA antes de
exercicio de agachamento reduziu a dor muscular tardia em homens e mulheres
adultos sedentarios por varios dias apds o teste fisico, sugerindo que talvez o

BCAA possa atenuar a degradacao protéica induzida pelo exercicio.

2.4 EENM

A EENM é um recurso bastante utilizado tanto em reabilitacdo quanto
na preparacdo de atletas. Dentre 0s inumeros sistemas celulares que sao
ativados pela EENM, temos a interagdo entre a dinAmica metabdlica e as vias
sinalizadoras celulares e a ativacao ou inibicdo de vias especificas que visam

manter o masculo mais ativo e saudavel. E importante salientar que este recurso
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nao substitui a acao fisioldgica da contracdo muscular, mas pode ter uma acéo
aditiva no comando neuromuscular em situacdes de hipoatividade musculo-
esquelética.

Sabe-se que a captacdo da glicose pelo musculo é favorecida tanto
pelas contracBes musculares induzidas pelos exercicios fisicos quanto pela acéo
sinalizadora da insulina. No entanto, esses processos parecem acontecer por vias
distintas na cadeia de fosforilacdo pds receptor (Franch et al.,, 1999), mas que
resultam ao final, em uma via comum, levando a uma maior traslocacdo de
transportadores de glicose (Glut4) para a membrana celular. Neste contexto, Ass
et al. (2002) encontraram, em resposta a EENM, uma maior ativacao de sistemas
celulares que permitem a elevacdo na captacdo de substratos energéticos.
Yoshida et al. (2003), em um estudo realizado em ratos suspensos pela cauda,
encontraram melhora significativa na capacidade oxidativa nos muasculos que
foram submetidos a EENM.

Jaffe e Stern (1979) demonstraram inUmeros beneficios da EENM para
o musculo desnervado e para a regeneracdo dos tecidos biolégicos. Outros
importantes efeitos sdo descritos em trabalhos mais antigos e também nos mais
recentes tais como: a elevacdo na forca muscular e resisténcia, reducdo da
fiborose mantendo as fiboras em melhores condicbes metabdlicas e elevacdo na
densidade e fluxo dos capilares (Silva et al., 1999; Durigan, 2006). Em 1997, Qin
et al., descreveram que a EENM preveniu a atrofia muscular secundaria a
imobilizagdo aplicada aos musculos do membro posterior de coelhos,
minimizando assim, a reducdo na area de seccado transversa, na fibrose

intersticial e no aporte sanguineo.
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Dessa forma, parece-nos pertinente avancar nos estudos desse
modelo, sobretudo nos efeitos da suplementacdo com BCAA associado a
estimulacdo elétrica, buscando um maior entendimento dos processos locais e
metabdlicos envolvidos e fornecer informacfes que poderdo ser Uteis em muitas
situacdes cotidianas de terapia e reabilitacdo que necessitam revestir-se de

evidéncias cientificas.

3 OBJETIVO

Avaliar o padrdo quimio-metabdlico dos musculos esqueléticos S, GB e
GV de ratos, com o tornozelo imobilizado na posicdo de 90° e suplementados com

BCAA, associado ou ndo a EENM.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos, Wistar adquiridos junto a empresa ANILAB
(Paulinia- SP) com idade entre 3 a 4 meses, 0s quais foram alimentados com
racdo e agua ad libitum e submetidos a ciclo foto peridédico de 12 h claro/escuro
sob condi¢cBes controladas de temperatura (23°+2° C). Os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos experimentais, como demonstra a tabela 1. A pesquisa
teve a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da

UFSCar, sob o Protocolo n°® 010/2006.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos ratos em grupos experimentais, (n=6)

Grupos experimentais

Controle

Imobilizados 7 dias

Suplementados com BCAA 7 dias
Estimulados com EENM 7 dias

Imobilizados suplementados com BCAA 7dias
Imobilizados estimulados com EENM 7 dias

Imobilizados e tratados com a associacdo BCAA e EENM 7dias

4.2 Tratamento com BCAA

Os grupos suplementados receberam o complexo de aminoacidos
BCAA (Nutristore®) na concentracdo de 9,2 mg/100g/dia através da via

orogastrica durante 3 ou 7 dias (Kobayashi et al., 2006).

4.3 Anestesia

Nas condicBes onde houve necessidade da utilizacdo de anestesia

utilizou-se pentobarbital sédico (40 mg/Kg, ip) devido a molécula ndo expressar

alteracdo quimio-metabdlica (Cardoso et al., 2005).
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4.4 Avaliacéo da resposta secretoria da insulina

Para avaliacdo da resposta secretoria da insulina a glicose, as ilhotas
foram isoladas segundo a técnica originalmente descrita por Boschero, Delatree e
Santos (1984).

Em cada experimento, foram sacrificados de um a trés animais por
concussao cerebral e decapitados para sangria. ApOs laparotomia e localizacao
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 colagenase, foram injetados via canula, provocando a divulsao
do tecido acinoso. O pancreas foi retirado, transferido para um tubo de ensaio
(12x2 cm) e incubado por aproximadamente 18 minutos a 37° C em banho maria.

Em seguida, ainda em 37° C, o conteddo do tubo foi agitado
vigorosamente por um minuto e vertido em um Becker sendo misturado com
solucdo de Hanks. O sobrenadante foi aspirado com seringa (50 ml) apés 3
minutos de decantacdo. ApOs repetir essa operacdo 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 3 (grupos
experimentais, foram coletadas alternadamente em placa de polietileno com 24
pocos contendo, 4 ilhotas em cada poco, 0,5 ml de solucdo tampéo Krebs-Ringer
suplementada com albumina bovina, onde foi adicionado glicose 5,6 mM e
incubada por 45 minutos (pré-incubacao), a 37° C em atmosfera de carbogénio,

pH 7,4. A solugéo de Krebs foi substituida por 1,0 ml do mesmo tampéao, contendo
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diferentes concentracdes de glicose: 2,8; 5,6; 8,3; 16,7 mmol/L.

Em seguida procedeu-se uma nova incubacao durante 90 minutos, nas
condicbes acima referidas. Apds este periodo, o sobrenadante de cada poco,
transferidos para tubos de polietileno e conservados na geladeira a -20° C, até 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 et

al., (1981).

4.5 Modelo de értese utilizada para imobilizacao

AplOs anestesia, a pata posterior esquerda de cada animal foi
imobilizada com Ortese de resina acrilica, com um peso aproximado de 22 g
associada a uma cinta de PVC ligada por rotadores laterais, como demonstrados
na figura 1, permitindo a manutencéo da articulacdo do tornozelo em posicédo de
90° e possibilitando a liberdade de movimento nas articulagbes do joelho e
quadril, ndo restringindo a deambulacdo do animal de acordo com o modelo de

Silva et al (2006).
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Figura 1 — Adaptacdo da ortese no membro posterior do animal. (A)
modelo de Ortese que ndo interfere na deambulacdo, porém,
permite a descarga de peso no membro imobilizado. (B) modelo
de Ortese adaptada ao animal mantendo o tornozelo na posigcéo
de 90°.

4.6 Procedimento para a EENM

Os animais pertencentes aos grupos submetidos a EENM foram
anestesiados com pentobarbital sédico (HYPNOL, CRISTALIA, SP) na
concentracdo de 40 mg/Kg de peso corporal. Para a execucédo do protocolo de
estimulacdo elétrica, o membro inferior esquerdo foi tricotomizado para garantir

uma maior efetividade da estimulacéo e o posicionamento dos eletrodos.
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Os masculos S, GB e GV dos grupos eletroestimulados foram
submetidos a estimulacdo diaria, por um periodo de 7 dias, iniciando 24 horas
apos a imobilizacéo.

A frequéncia estabelecida foi de 10 Hz em funcdo da énfase dada ao
musculo S, constituido principalmente por fibras do tipo I. A largura de fase foi de
0.4 ms, e a intensidade da corrente foi padronizada em 5.0 mA, a partir da
visualizacdo da contracdo muscular, onde a cada 5 minutos aplicou-se um
acréscimo de 1.0 mA a corrente para nao haver acomodacao, totalizando 20
minutos diarios.

O equipamento utilizado para a estimulacéo elétrica foi o Dualpex 961,

além de 4 eletrodos de silicone-carbono com 1 c¢cm? cada (vide figura 2).

Figura 2 - Posicionamento de eletrodos (setas)
durante a sessao de estimulacao elétrica.
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4.6 Amostragem e analises

ApOs o0 periodo experimental de 3 e 7 dias, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/Kg peso, i.p.). O sangue, coletado
através da veia renal, sendo centrifugado por 10 minutos a 2500 rpm e o plasma
separado e direcionado para analise bioquimica. Amostras dos musculos S, GB,
GV, foram retiradas e encaminhadas para a determinacdo do contetdo de
glicogénio. O S também foi encaminhado para a analise do peso e do conteudo

de proteinas totais e DNA.

4.7 Determinacao do glicogénio muscular

As amostras dos musculos foram digeridas em KOH 30% a quente e 0
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 10 minutos.
O glicogénio precipitado foi submetido a hidrélise acida na presenca de fenol,
segundo a proposta de Siu, Russeau e Taylor, (1970). Os valores estédo

expressos em mg/100 mg de peso umido.

4.8 Determinacao da glicemia, conteudo de proteinas totais e DNA

Para determinacdo da glicemia foi utilizado glicosimetro (Accu-check® -

Roche). A concentracdo de proteinas totais foi avaliada através do KIT (PRO-
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TOTAL) e a determinacdo da concentracdo de DNA muscular foi realizada através

da metodologia proposta por Giles e Myers, (1965).

4.9 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Para o ITT os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico
(40 mg/Kg de peso i.p.) e apbés 15 minutos foi feita a primeira coleta de sangue
por um pequeno corte na cauda do animal constituindo este o tempo zero. Apés a
primeira coleta (tempo zero) foi injetado insulina regular Biobras® 1U/Kg de peso e
novas amostras coletadas nos tempos 2,5; 5; 10 e 20 minutos e a glicemia

avaliada pelo glicosimetro (Accu-check®).

4.10 Anéalises estatisticas

Para a analise estatistica dos dados foi aplicado o teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov seguido de ANOVA seguida do teste de Tukey. Em todos os
calculos foi fixado um nivel critico de 5%.

Para o teste ITT a variavel analisada foi a porcentagem de decaimento
(KITT), sendo calculada a porcentagem de cada animal e, logo apoés, calculada a
média dessa variavel a qual foi comparada com a média do outro grupo pelo teste

“t” (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Inicialmente como parte dos procedimentos, realizamos uma avaliacéo
bioquimica buscando conhecer se haveriam fatores ligados a toxicidade
decorrente do tratamento com BCAA, e como demonstrado na tabela 2, observou
que ndo houve diferenca entre os indices de toxicidade comparando 0s grupos

tratados e controle, sendo sugestiva a seguranga na suplementagao.

Tabela 2. indices de toxicidade obtidos na avaliacéo bioquimica realizada no plasma dos
animais controle (C) e suplementadoS durante 7 dias. Os dados representam as
médias+epm, n=6. *p<0,05.

Grupos experimentais C S
Aspartatoaminotrasferase - AST (U/L) 110,80+18 122,80+6,8
Alaminoaminotransferase - ALT (U/L) 4612 56+11
Uréia - ( mg/dL) 36+7,2 39+2,7
Creatinina - ( mg/dL) 0,60+0,03 0,63+0,06
Gamaglutamil transferase -(U/L) 0,42+0,01 0,45+0,04

A seguir, o estudo foi direcionado para a avaliacdo das relacdes entre
o tratamento com BCAA e a resposta pancreatica com énfase na secrecdo de
insulina. Foram avaliadas ilhotas pancreéticas de ratos controle (C), tratados
com BCAA por 3 dias (T3D) e tratados com BCAA 7 dias (T7D). Estas foram
isoladas e incubadas na presenca de diferentes concentragdes de glicose, como
descrito anteriormente. Observamos que as ilhotas incubadas na concentracéo
de 2,8 mmol/L nao diferiram entre os grupos. Por outro lado, na concentracéo de
5,6 mmol/L, o grupo tratado 3 dias apresentou uma elevacéo significativa na
resposta secretéria quando comparado ao grupo controle. No entanto, 0 grupo
tratado durante 7 dias ndo diferiu do controle. Este comportamento também

observamos nas concentragcbes de glicose 8,3 mmol/L e 16,7 mmol/L
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manifestando elevacédo na secrecdo de insulina nos primeiros 3 dias retomando

a normalidade no tratamento durante 7 dias, como mostra a figura 3.
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Figura 3 - Secrecao de insulina por ilhota pancreética isolada de ratos controle (C)
e de ratos tratados com BCAA (9,2 mg/dia, via orogastrica) durante 3 dias
(T3D) e 7 dias (T7D) e incubadas na presenca de diferentes
concentracdes de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 16,7 mmol/L). Os valores estédo
expressos em ng/ilhota/90 minutos, n=6. *p<0,05 comparado ao controle.

Apoés verificarmos que houve um efeito sensibilizador das células
beta pancreéticas, passamos a avaliar se o tratamento com BCAA modificaria a
velocidade de captacéo de glicose pelos tecidos periféricos, através do teste de
tolerancia a insulina que expressa a acao através da constante de decaimento
(KITT). Como pode ser verificado na figura 4, apds 3 dias de tratamento houve
reducdo na constante de captacdo que passou de 2,90+0,3%/minuto no grupo
controle para 4,13%0,2%/minuto no tratado 3 dias, retomando valores similares
ao controle ap6s 7 dias de suplementagdo, quando a constante foi, 2,35+0,2

%/minuto.
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Figura 4 - Constante de decaimento da glicose (KITT, %/min.) durante o teste
de tolerancia a insulina realizada em ratos controle (m), tratados com
BCAA durante 3 dias (¢) e tratados com BCAA durante 7 dias (A).

5.1 Efeitos da imobilizacéo

Inicialmente avaliamos os efeitos decorrentes da imobilizacdo sobre as
reservas de glicogénio do musculo esquelético submetido a imobilizacdo na
posicdo do tornozelo em 90° comparando-os ao controle. Nesta condicao,
observamos que as reservas musculares foram significativamente reduzidas pelo
desuso atingindo valores 48% menores no S, 24% no GBs e 53% no GV
demonstrando que houve uma interface funcional entre a manutengdo da
atividade contratil e a eficiéncia das vias metabdlicas (vide figura 5). Outro fato a
se destacar esta relacionado ao peso do musculo S imobilizado que foi reduzido
durante a imobilizacdo atingindo valores 36% menores, passando de 135,71+2,3

mg no grupo controle para 86,6+1,9 mg no grupo imobilizado.
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Figura 5 - Contetdo de glicogénio ( mg/100 mg) dos musculos
S, GB e GV de ratos controle (C) e imobilizados (I). Os
valores correspondem a médiatepm, n=6. *p<0,05
comparado ao controle.

5.2 Efeitos do tratamento com BCAA

Nesta fase experimental analisamos os efeitos ligados ao tratamento
(suplementacdo) com BCAA onde observamos aumento significativo nas reservas
de glicogénio no grupo tratado quando comparado ao controle, uma vez que o
grupo tratado apresentou reservas de glicogénio 39% maiores no S, 26% no GB e
29% no GV, demonstrando que o suplemento interferiu nos processos envolvidos
nos ajustes metabadlicos potencializando a formacéo desta reserva (vide figura 7).
Nesta condicdo, o peso do musculo S também foi avaliado e ndo observamos
diferenca, sendo que, o peso do S controle foi 135,71+2,3 mg e 137,87+1,6 mg no

grupo suplementado com BCAA.
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Figura 6 - Contetdo de glicogénio (mg/100 mg) dos
musculos S, GB e GV de ratos controle (C)
suplementados com BCAA (T). Os valores

Y

correspondem a médiatepm, n=6. *p<0,05
comparado ao controle.

5.3 Efeitos do tratamento com BCAA durante a imobilizagéo

No decorrer dos experimentos optamos por avaliar os efeitos da
suplementacdo com BCAA durante periodo de imobilizacdo e ao analisarmos as
reservas musculares de glicogénio verificaram-se maiores reservas de glicogénio
muscular no grupo imobilizado suplementado se comparado ao grupo que nao
recebeu o suplemento, sendo observados valores 19% maiores no muasculo S,
18% no GB e de 12% no musculo GV como demonstrado na figura 9. A seguir
também foi analisado o peso do musculo S sendo verificado valores 7,6% maiores
no grupo suplementado, sendo observado valores 86,6+1,9 mg no grupo

imobilizado e 93,7+2,2 mg no grupo imobilizado suplementado.
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Figura 7 - Conteudo de glicogénio ( mg/100 mg) dos musculos
S, GB e GV de ratos imobilizados (I) e imobilizados
tratados (IT). Os valores correspondem a médiatepm,
n=6. *p<0,05 comparado ao grupo imobilizado.

5.4 Efeitos da EENM

De acordo com a proposta buscamos avaliar a acdo de uma
ferramenta da pratica fisioterapeutica associada a suplementacdo e optamos
pela aplicacdo de EENM direcionando a analise ao contetdo de glicogénico
muscular. Em musculos normais observamos um aumento significativo no
musculo S 32%, no GB observamos elevacao de 31% ja no GV a elevacao foi
de 23% se comparado ao controle, como se observa na figura 11. Neste
interim, o peso do musculo S também foi analisado ndo sendo observado
alteracdo se comparado ao grupo controle, apresentando 135,71+2,3 mg no

grupo controle e 129+1,7 mg no grupo EE.
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Figura 8 - Conteudo de glicogénio ( mg/100 mg) dos musculos S,
GB e GV de ratos controle (C) e tratados com EENM (E).
Os valores correspondem a médiatepm, n=6. *p<0,05
comparado ao grupo controle.

5.5 Efeitos da EENM durante a imobilizacéo

Os efeitos da EENM foram avaliados durante o periodo de
imobilizacdo, no intuito de se observar as respostas metabdlicas ligadas as
reservas de glicogénio muscular. Deste modo, observamos aumento de 37% no
musculo S, 38% no GB e 37% no GV, indicando uma importante e significativa
acao da terapia, como pode ser observado na figura 13. Com relagéo ao peso do
musculo S observamos que o grupo imobilizado e estimulado eletricamente
apresentou-se 5% maior, sendo observado 86,6+1,9 mg no imobilizado e 92+2,2

mg no grupo imobilizado estimulado.
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Figura 9 - Conteudo de glicogénio (mg/100 mg) dos musculos
S, GB e GV de ratos imobilizados () e
imobilizados e tratados com EENM (IE). Os valores
correspondem a médiatepm, n=6. *p<0,05
comparado ao grupo imobilizado.

5.6 Efeito da associagéo do tratamento com BCAA e a EENM

O efeito da associacdo do suplemento BCAA com a EENM também foi
avaliado (vide figura 15). Nesta fase experimental, observamos um aumento
significativo nas reservas de glicogénio no grupo suplementado e estimulado,
sendo de 14% no S; no musculo GB esse aumento foi ainda mais significativo,
atingindo 23% quando comparado 0s grupos tratado e tratado estimulado. No
musculo GV que recebeu o suplemento associado a EENM, ndo houve diferenca
gquando comparado aos demais grupos. Com relacdo ao peso do musculo S
observamos um aumento de 11% comparado ao grupo estimulado tratado com a

associacdo BCAA com EENM.
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Figura 10 - Conteudo de glicogénio (mg/100 mg) dos musculos S, GB e
GV de ratos tratados (T) e tratados e estimulados (TE). Os
valores correspondem a médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado
aos grupos tratados e estimulados.

5.7 Efeito da associacdo do tratamento com BCAA e a EENM durante a

imobilizac&o

Durante o periodo de imobilizacdo foram avaliados os efeitos da
associagao do suplemento BCAA com a EENM no intuito de analisar as respostas
metabdlicas nas reservas de glicogénio muscular, sendo observadas alteraces
significativas, assim representadas, no musculo S do grupo imobilizado tratado
estimulado houve um aumento de 32% em relacdo ao S imobilizado tratado e
21% em relacdo ao S imobilizado estimulado. Entretanto, no musculo GB
imobilizado tratado estimulado, ocorreu um aumento de 3% quando comparado

ao GB imobilizado tratado, mas nao estimulado. Ja no GV imobilizado tratado
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estimulado observamos um aumento de 36% e 21%, respectivamente
relacionados aos grupos GV imobilizado tratado e GV imobilizado estimulado,
assim como pode ser verificado na figura 17.

A analise do peso do musculo S também foi realizada nestas condicbes
e foi constatado um aumento significativo no grupo imobilizado tratado e
estimulado atingindo valores 21% maiores se comparado ao grupo imobilizado e
tratado com o BCAA, e ainda foi 23% maior comparado ao grupo imobilizado
estimulado, apresentando o valor de 92+2,2 mg no grupo imobilizado estimulado,
93,7+2,2 mg no grupo imobilizado tratado e 119,7+0,7 mg no grupo imobilizado

tratado estimulado.
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Figura 11 - Conteudo de glicogénio (mg/100 mg) dos musculos S, GB
e GV de ratos imobilizados tratados (IT), imobilizados e
estimulados com EENM (IE) e em ratos imobilizados
tratados e estimulados (ITE). Os valores correspondem a
médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado aos grupos tratados e
estimulados.
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5.8 Analise da relacdo PT/DNA durante os diferentes tratamentos

Ao constatarmos alteragbes quimio-metabdlicas concomitantes ao
desuso optamos por avaliar a relacdo PT/DNA, que indica altera¢cdes no numero
de miofibrilas. Ao comparar-se o grupo controle com o imobilizado observamos
reducdo de 23% no musculo S, 26% no GB e 16% no GV. Neste mesmo aspecto,
foi avaliado o grupo de ratos suplementados com BCAA e nao foi observada
diferenca se comparado ao controle.

A seguir a avaliagdo foi direcionada ao grupo imobilizado e
suplementado com BCAA sendo observada uma relacdo mais positiva
preservando as miofibrilas, uma vez que, se comparado ao grupo somente
imobilizado os valores apresentam-se 17% no S; 7,5% no GB e 9% no GV.

No intuito de avaliar a relagéo entre a EE e a relagdo PT/DNA iniciamos
pelo estudo do grupo normal submetido a eletroterapia e nédo foi observada
diferenca se comparado ao grupo controle néo estimulado. Por outro lado, quando
a mesma analise foi aplicada ao grupo imobilizado submetido a estimulacao
elétrica observamos diferencas significativas representada por valores 16%
maiores no S, 23% no GB e 13% no musculo GV, se comparado ao grupo
somente imobilizado.

Dentro da proposta foi avaliada a associacdo entre a estimulacdo e a
suplementacdo sendo verificados valores 12% maiores no S e GV e 16% no GB.
Neste perfil de andlise foi avaliado o grupo imobilizado submetido a associagéo
das terapias, ou seja, suplementacdo e estimulagédo elétrica sendo observados
valores 40 % maiores no S, 49% no GB e 20% maiores no GV, se comparado ao

imobilizado. Ao compararmos o grupo imobilizado submetido a associacdo das
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terapias com o grupo imobilizado suplementado observamos que na terapia
associada os valores sédo 11% maiores no S, 20% no GB e 4% no GV. Como

demonstra a tabela 3.

Tabela 3- Relacdo PT/DNA do musculo S, GB e GV de ratos controle (C), imobilizados (1),
estimulados eletricamente (E), tratados com BCAA (T), imobilizados tratados com
BCAA (IT) e imobilizados estimulados eletricamente e tratados com BCAA (IET). Os
valores correspondem a médiatepm, n=6. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05
comparado ao imobilizado, ~ p<0,05 comparado ao tratado.

sC 175,3+3.3 GBC 120,63+1.1 GVC 124,7+2.3

Sl 134,2+1.7* GBI 90,8+1.5* GVI 112,58+1.6
ST 191,58+1.2% GBT 125,12+1.1% GVT 143,69+1.1%
SIT 169,04+0.8" GBIT 113,99+6.4# GVIT 129,6+1.3"
SE 180,7+2.4" GBE 133,24+1.3 GVE 145,98+2.7#
SIE | 156,42+4.1*# | GBIE 112,1+4.5* GVIE 127,13+3.6#
SET | 195,85+2.1*# | GBET | 140,07+2.8*# | GVET | 139,94+1.3* #~
SIET | 188,19+1.1*# |GBIET| 135,69+1.7*#~ |GVIET | 135,09+1.1*#~
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6 DISCUSSAO

A literatura cientifica mostra indmeros fatores que regulam a secrecao
de insulina destacando-se os hormonios, os ions, varios farmacos, os co-fatores
metabdlicos e principalmente os nutrientes, como a glicose e alguns aminoacidos.
Com relacdo ao processo secretorio da insulina, a glicose é o principal
secretagogo, a qual, uma vez metabolizada gera mudancas do estado elétrico das
células B, alteragao na concentragao citosolica de calcio culminando com extrusao
dos granulos de insulina (Boschero, 1996; Koster et al., 2000). Neste sentido,
nosso estudo inicia mostrando a sensibilidade das ilhotas pancreaticas isoladas
de ratos normais submetidas a incubacdo em diferentes concentracdes de glicose
e os dados mostram que os valores obtidos acompanham recentes publicacées,
indicando a qualidade das ilhotas utilizadas neste estudo (Ferreira et al., 2002).

Na sequéncia foi avaliada a sensibilidade secretoria das ilhotas
pancreaticas isoladas de ratos suplementados durante 3 dias com BCAA. Neste
experimento observamos que a secrecdo de insulina foi maior do que nas ilhotas
controle e pode refletir elevacdo na sensibilidade secretéria. Este resultado pode
ter relacdo com a presenca de maiores concentracdes circulantes dos
aminoacidos leucina e isoleucina, proveniente da suplementacdo diaria. Neste
sentido, ja foi relatado que a leucina é um forte secretagogo em condi¢cdes de
normalidade de alimentacéo, fato que reitera nossos dados, uma vez que, 0S
ratos tinham livre acesso ao alimento. Um ponto interessante se refere a acao da
leucina enquanto secretagogo da insulina, visto que tem sido relatado que a
acrofase do processo secretorio ocorre somente apds uma hora da administracao

e nossos dados mostram hipersensibilizacdo apos trés dias (Nair e Short, 2005;
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Floyd et al., 1996). E ainda, é conhecida a acao regulatoria exercida pela leucina
na sintese de diferentes proteinas envolvida no metabolismo celular, tendo em
vista que este aminoacido modula a expresséo génica de proteinas envolvidas na
proliferacéo das células g (Xu et al., 2001).

Na sequéncia experimental foi avaliada a sensibilidade periférica a
insulina, através do KITT e constatamos que o grupo suplementado durante 3
dias apresentou reducéo na captacao da hexose, fato que pode refletir ajustes na
populacdo dos receptores de insulina em detrimento das mudancas na secrecao
insulinica induzida pelo suplemento (Delattre, 2004). Esta mudanca na
sensibilidade tecidual € de suma importancia no conjunto das adaptacdes
inerentes ao controle glicémico, existindo um estudo demonstrando mudangas na
atividade de vias bioquimicas em decorréncia da elevacdo na disponibilidade de
aminoécidos, com efetiva manifestacdo mesmo em insulinemia basal (Nigren e
Nair, 2003).

Com relacdo a presenca da valina no suplemento, tem-se que
considerar que este aminoacido exerce uma acao discreta no processo secretorio
da insulina (Nigren e Nair, 2003). Por outro lado, merece destacar que leucina e
valina sdo aminoacidos que apresentam estruturas similares e no suplemento
administrado a valina representa um terco da totalidade dos aminoacidos, assim,
o efeito observado pode ser a resultante da agdo conjunta dos compostos que
constituem o suplemento.

A seguir, analisou-se a resposta secretéria de insulina em ilhotas
isoladas apos 7 dias de suplementacdo com BCAA e ndo observamos diferenca
do controle, sugerindo que haja uma reprogramacdo na funcdo das células ,

onde as células estariam ajustando a taxa de secrecéo de insulina de acordo com
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a disponibilidade de secretagogos circulantes e assim, diretamente modulando a
sensibilidade dos tecidos periféricos, para que o0 suprimento de substratos
metabolizaveis esteja dentro dos padrdes endocrinos de ajustes de multisinais
(Mandoki et al., 2004). Cabe ressaltar que o KITT realizado nesta condi¢ao
também ndo mostrou diferenca na taxa de captacdo da hexose, se comparado ao
controle.

Durante o periodo de imobilizacdo na posicdo de 90° observamos
reducdo nas reservas de glicogénio dos musculos imobilizados, sendo essa
reducdo mais proeminente no S e no gastrocnémio fibras vermelha, ou seja,
musculos predominantemente de fibras do tipo I. O peso do musculo S
imobilizado nesta posicdo também se apresentou reduzido quando comparado ao
controle.

As alteracdes histo-fisioldégicas induzidas pelo desuso muscular tém
sido demonstrada por diversos autores, no entanto o0s resultados sao
contraditorios descrevendo graus diferenciados de susceptibilidade a hipotrofia.
Ja houve relatos que durante a imobilizacao as fibras brancas (tipo Il) sdo as mais
comprometidas com a hipotrofia (Jaffe et al., 1978; Mcdougall et al.,1980).

Em contra partida ha estudos demonstrando que as fibras musculares
lentas (tipo 1) possuem maior vulnerabilidade a atrofia que as fibras musculares
rapidas (tipo 1), devido a diferencas em seu metabolismo (Heslinga et al.;1995),
seguindo a observacao de que as enzimas oxidativas respondem por meio de sua
atividade durante a imobilizacdo, sugeriu-se que as fibras musculares que
possuem um metabolismo predominantemente oxidativo (tipo 1), foram mais
susceptiveis a atrofia muscular (Appel, 1990). Nossos estudos corroboram com

esses achados, onde as reservas musculares durante o periodo de imobilizacao
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foram significativamente reduzidas pelo desuso atingindo valores 48% menores
no S, 24%no GB e 53% no musculo GV.

Além dos efeitos metabdlicos, outro fator que influencia para que as
fiboras tipo | sejam as mais afetadas durante a imobilizacdo s&o suas
caracteristicas posturais. Ploug et al. (1995) relacionaram a maior susceptibilidade
do S a atrofia por inatividade devido ser um musculo postural e assim possuir uma
atividade basal maior do que os nao posturais.

Estudos relatam que os musculos considerados antigravitacionais, 0s
uniarticulares e os que possuem maior proporcao de fibras lentas sdo os mais
vulneraveis a atrofia induzida pelo desuso muscular (Lieber, 2002).

Segundo Qin et al, (1997) a imobilizacdo por diferentes periodos
resulta em atrofia variando de 15% a 70%, dependendo dos animais utilizados e
das fibras avaliadas. Gomes et al. (2004), observaram reducdo de 43% da area
da fibra do musculo S imobilizado durante 3 semanas. Kanus et al., (1998),
relataram reducdo de 69% da area das fibras desse musculo imobilizados por
meio de aparelho gessado durante 3 semanas.

Este estudo demonstrou que o peso do musculo S de ratos com
imobilizacdo do tornozelo na posicdo de 90° apresentou uma reducdo de 36%
durante 7 dias de imobilizagdo, concordando com o estudo de Durigan et al.
(2005), onde a imobilizacdo do musculo durante 15 dias promoveu uma reducao
de 7,2% do peso do musculo S, 35% de reducdo na area das fibras musculares e
um aumento de 160% do tecido conjuntivo e redugdo nas reservas de glicogénio
muscular, demonstrando uma inter-relacdo entre a atividade contratii com a
homeostasia energética e a morfologia e a morfologia da fibra muscular,

indicando para o quadro de hipotrofia muscular.
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Além destes achados outros autores como Jézsa et al. (1990), Williams
e GoldspinK, (1984), Okita et al. (2004), Amiel et al. (1982); relataram proliferacao
de tecido conjuntivo, desarranjo das fibras de colageno, redu¢cdo no comprimento
dos sarcémeros e da amplitude articular no musculo S de ratos imobilizados na
posicdo encurtada de tornozelo.

Devidos aos fatores deletérios provocados pela imobilizacdo optou-se
por utilizar o suplemento BCAA, sob a hipotese de que ele promova melhora nas
condi¢cBes metabdlicas do musculo durante o periodo de imobilizacao.

A suplementacdo com BCAA em musculos normais proporcionou um
aumento nas reservas glicogénicas, assim como no peso muscular do S e
provavelmente no numero de miofibrilas. Corroborando com os estudos de
Shimomura et al. (2006), Norton e Layman, (2006), onde demonstraram que a
suplementacdo com aminoacidos especialmente a leucina, apresenta um papel
importantissimo no metabolismo de proteinas, auxiliando a recuperacdo muscular.

Durante o periodo de imobilizacdo a suplementacdo com BCAA foi
deveras importante, pois apresentou um aumento significativo nas reservas de
glicogénio muscular, assim como no peso do musculo S e manteve uma relacéo
mais positiva quanto ao numero de fibras musculares, sugerindo que o tratamento
com BCAA, possa manter o trofismo muscular durante o periodo de imobilizacao.

Nos estudos de Durigan et al. (2005), a EENM mostrou ser eficaz em
minimizar o aumento da densidade da area de tecido conjuntivo, bem como a
redugéo na area das fibras musculares do S submetido a imobilizagcdo durante 15
dias.

Avramids et al. (2003), descreveram a importancia da estimulacao

elétrica com objetivos de recuperar a forca muscular, reduzir a proliferacdo do
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tecido conjuntivo intramuscular, reduzir o tempo de reabilitacdo e prevenir a
atrofia muscular.

Qin et al. (1997) utilizaram estimulacdo elétrica com frequéncia de
50Hz aplicada diariamente por 30 minutos, 5 vezes por semana no musculo tibial
anterior de coelhos e observaram que o recurso foi efetivo na prevencdo da
atrofia muscular minimizando a reducdo da area de seccédo transversal, fibrose
intersticial e deficiéncia de suprimento sanguineo. Polacow et al. (2003), também
demonstraram que a estimulacao elétrica (f:10Hz, T: 3ms, pulsos quadraticos
bifasicos, ON/OFF de 2:2 segundos, 20 minutos) promoveu reducéo da densidade
da éarea do tecido conjuntivo nos muasculos S desnervados por 15 dias,
apontando para a possivel reducdo da fibrose, e aumento da quantidade de
granulos de glicogénio.

Guirro et al. (2004) descreveram resultados semelhantes, onde a
EENM elevou os niveis das reservas de glicogénio nos musculos da pata
posterior de ratos submetidos a desnervacao por um periodo de trinta dias.

A elevacédo do conteudo de glicogénio nos musculos imobilizados e que
receberam a EENM se deve a maior captacdo de glicose pela populacdo de
GLUT4, insensivel a insulina, que sédo externalizados, e também pela ativacao
dos sistemas enzimaticos citosélicos envolvidos na glicogénese (Goodyear et al.
1992).

Segundo Silva et al. (1999) e Guirro et al. (2004), a estimulacéo elétrica
promove a elevacdo na atividade contratil das fibras musculares e assim a
dindmica da captacdo e metabolismo da glicose e a atividade das vias

metabolicas celulares sdo aumentadas.
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Hamada et al. (2003), observaram que a captacédo de glicose corporal
em ratos é agudamente aumentada em resposta a 20 minutos de EE e este
aumento perdura por pelo menos 90 minutos apos o termino da aplicacdo deste
recurso.

Deste modo nossos resultados demonstram que a estimulacéo elétrica
durante periodos de imobilizacdo e um Otimo recurso, sugerindo que seu uso
associado com outras técnicas possa ser ainda mais benéfico para melhorar o
metabolismo muscular e diminuir os efeitos deletérios da imobilizacao.

Gomes e Tirapegui, 2000, Othani et al.2006, relatam que durante a
atividade motora o musculo capta BCAA da corrente sanguinea para oxida-los,
fato que poderia resultar no aumento do desempenho por oferecer ao musculo
substratos que diminuissem a quebra de glicogénio. Estes dados demonstram
uma relacdo funcional entre a formacdo de reservas glicogénicas e sua
mobilizacdo, l6cus em que a estimulacdo elétrica pode ter contribuido de forma
facilitadora para a melhora do status energéticos da musculatura submetida ao

desuso.
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7 CONCLUSAO

A suplementacdo com aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) foi
efetiva em manter o status nutricional dos musculos imobilizados, fato ainda mais
evidenciado na presenca da EENM, indicando que esta associacao contribuiu de
maneira eficaz, mantendo os musculos em melhores condi¢cdes energéticas, além
de demonstrar uma acao anti-catabdlica, fatores estes que podem favorecer uma

reabilitacdo acelerada na fase pds- imobilizacao.
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