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RESUMO
O aminoécido de cadeia ramificada (BCAA), composto por leucina, isoleucina e
valina, promove o anabolismo proteico muscular, auxilia na secrecdo de
insulina, na reducdo de danos musculares. E € largamente metabolizado nos
tecidos periféricos, principalmente no musculo esquelético. O objetivo deste
trabalho foi avaliar histologicamente o musculo so6leo imobilizado e desnervado
de ratos suplementados com BCAA e analisar bioguimicamente o
comportamento de musculos desnervados tratado com valina. Os animais
foram divididos para analise histolégica em 6 grupos: controle (C), desnervado
(D), imobilizado (I), suplementado BCAA 7 dias (BCAA), desnervado
suplementado com BCAA 7 dias (D+BCAA), imobilizado (I+BCAA). Para
analise bioquimica os animais foram divididos em 4 grupos: controle (C),
desnervado (D), tratado com valina 7 dias (V), desnervado tratado com valina 7
dias (D+V). A analise estatistica incluiu o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a
normalidade dos dados, seguido do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis post
hoc Dunn para os dados histolégicos, o teste T pareado para os dados
bioquimicos, analise de variancia e o teste post hoc Newman-Keuls para os
elementos radioativos e para o teste ITT a varidvel analisada foi a porcentagem
de decaimento (KITT). A suplementacdo com BCAA aumentou a secgéo
transversa da fibra muscular em 74,94% no grupo 1+BCAA e 90,37% no grupo
D+BCAA, aumentou em 97,21% a densidade de area de tecido conjuntivo no
grupo C, porém diminuiu em 34,44% no grupo D+BCAA, e se manteve no
grupo I+BCAA. A valina elevou as reservas de glicogénio, a sensibilidade
tecidual a insulina, a captacdo, metabolizacdo e oxidacdo da glicose, nao
alterou células beta pancreaticas e nao apresentou toxicidade neste modelo

experimental. Podendo ser utilizados em situagéo de desuso.

Palavras-chave: Aminoacido de Cadeia Ramificada, valina, musculo,

imobilizacédo, desnervacao



ABSTRACT
The branched-chain amino acid (BCAA), composed of leucine, isoleucine and
valine, promotes muscle protein anabolism, assists in insulin secretion, reduce
muscle damage. It is extensively metabolized in peripheral tissues, mainly in
skeletal muscle. The objective of this study was to evaluate histologically the
soleus muscle immobilized and denervated rats supplemented with BCAA and
biochemical behavior of denervated muscles treated with valine. The animals
were divided for histological analysis in 6 groups: control (C), denervated (D),
immobilized (1), 7 days supplemented BCAA (BCAA), denervated 7 days
supplemented with BCAA (BCAA + D), immobilized (I + BCAA). For biochemical
analysis the animals were divided into four groups: control (C), denervated (D),
treated with 7 days valine (V), denervated treated with 7 days valine (V + D).
Statistical analysis included the Shapiro-Wilk test to assess the normality of the
data, followed by the nonparametric Kruskal-Wallis post hoc Dunn for the
histological data, the paired t test for biochemical data, analysis of variance and
post hoc Newman -Keuls test for radioactive elements and the ITT test the
variable analyzed was the percentage of decay (KITT). BCAA supplementation
increased muscle fiber cross-section of 74.94% in group | and 90.37% + BCAA
group D + BCAA, increased by 97.21% areal density of connective tissue in
group C, but decreased by 34.44% in group D + BCAA, and stayed on | +
BCAA. The valine increased the reserves of glycogen, the tissue sensitivity to
insulin, the uptake, metabolism and oxidation of glucose did not alter pancreatic
beta cells and showed no toxicity in this experimental model. It can be used in

situations of disuse.

Keywords: Branched chain amino acid, valine, muscle, immobilization,

denervation
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1. INTRODUCAO

O musculo estriado esquelético € o maior tecido do corpo, esta
envolvido com a locomogao, postura, movimentos respiratorios e homeostasia.
Suas fibras sdo multinucleadas e o0s nucleos estdo localizados na regido
periférica, abaixo do sarcolema. O didmetro das fibras pode ser, em média, de
10 a 100 um e o comprimento pode chegar até 30 cm no homem, sendo
variavel, na dependéncia da arquitetura do musculo. O diametro da fibra é
importante, porque esta relacionado com sua forca e também sugere o grau de
funcionamento (LIEBER, 2002).

As fibras musculares podem ser divididas basicamente, quanto as
propriedades estruturais e fisioldgicas, em fibras do tipo | e Il. As identificadas
como do tipo I, de contracdo lenta, tem menor capacidade de manipular o
calcio, e a principal fonte energética é o sistema aerobico, possuindo um
grande numero de mitocondrias e capilares por fibra, baixa atividade de
miosina ATPase, é extremamente resistente a fadiga. As fibras do tipo Il, de
contracao rapida podem ser subdivididas em varios grupos, mas especialmente
em tipo lla e llb. A fibra do tipo Ilb, sdo de contragdo rapida, por ter maior
velocidade de liberagcédo e captacdo de calcio. Tem maior for¢ca de contragéo e
menor resisténcia a fadiga, com alta atividade de miosina ATPase, e baixo
namero de mitocondrias e mioglobina, gerando energia basicamente pelo
sistema anaerobio. A fibra do tipo lla tem como fonte energética o sistema
aerébico e o anaerdbio, sendo uma fibra intermediaria entre tipos | e Ilb

(ZIERATH e HAWLEY, 2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).
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O masculo estriado esquelético é constituido por um conjunto de
fasciculos e é envolvido pelo epimisio, camada de tecido conjuntivo, de onde
partem os septos que se dirigem ao interior do musculo, denominado perimisio,
que por sua vez separam os fasciculos. Cada fibra muscular, por sua vez, é
envolvida por uma camada fina constituida pela lamina basal da fibra muscular
e por fibras reticulares do endomisio (OKITA et al., 2004).

O tecido conjuntivo tem como fungcdo manter as fibras musculares
unidas, preservando as suas propriedades fisicas durante contracdo e
permitindo que a forga gerada por cada fibra individualmente atue sobre todo o
masculo. E também responséavel por fornecer suporte estrutural as fibras
musculares, vasos sanguineos, e nervos durante o crescimento no musculo
normal, e pelo comportamento elastico deste tecido (JOZSA et al., 1988;
JARVINEN et al., 2002; OKITA et al., 2004).

Experimentalmente, inUmeros estudos de imobilizagdo e
desnervacdo foram realizados para aperfeicoar o conhecimento dos eventos
deflagrados pelo desuso, fundamentado em diferentes técnicas como a
desnervacdo (MARQUES, 1992; FERNANDES et al.,, 2005), tenotomia
(JAKUBIEC-PUKA et al., 1992; ABRAMS et al., 2000), fixacdo da articulacdo
por meio de pinos e bloqueio quimico da juncdo neuromuscular (HIROSE et al.,
2000), suspenséo do corpo (MOREY et al.,1979; TANAKA et al., 2003), ortese
de tecido de algodédo (COUTINHO et al., 2002), talas de gesso (HESLINGA et
al., 1995) e mais atualmente a Ortese de resina acrilica (SILVA et al., 2006).

A imobilizacdo, qualquer que seja 0 modelo, é muito comumente
utiizada na pratica médica, no tratamento de fraturas Osseas, rupturas

ligamentares, doencas degenerativas, lesdes musculares e articulares, e
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também apols cirurgias. Esta, por sua vez, ocasiona desuso muscular,
induzindo uma gama de efeitos deletérios, tais como a proliferacdo do tecido
conjuntivo intramuscular, hipotrofia muscular, fibrose intramuscular, reducao da
densidade dos capilares, da extensibilidade muscular, e da limitacdo da
mobilidade articular (KANNUS et al., 1998; JOZSA et al., 1990; REARDON et
al., 2001).

O desuso muscular compromete a homeostasia da musculatura
induzindo a resisténcia a insulina, a reducdo das reservas de glicogénio,
afetando a sintese de proteinas da miofibrila, contratilidade dindmica assim
como a eficacia do sinal metabdlico, reducdo de forca e resisténcia a fadiga
(HENRIKSEN et al., 1991; SILVA et. al., 2006).

O modelo de imobilizagdo proposto por Silva et. al. (2006) utilizando
Ortese de resina acrilica, proporciona uma imobilizacdo na articulacdo do
tornozelo em angulacdo de 90°, permite deambulacdo com descarga de peso
no membro imobilizado, uma vez que o modelo deixa livre parte da pata do
animal, além de permitir mobilidade das articulacbes do joelho e quadril.

A desnervacgéo, por sua vez, promove alteragdes que podem ser
observadas pela diminuigcdo do trofismo, aumento do tecido gorduroso e do
tecido conjuntivo, diminuicdo da taxa de sintese e aumento da taxa de
degradacdo das proteinas miofibrilares no musculo acometido (KERN et al.,
2002; MITCHELL e PAVLATH, 2001). Esta pode ser obtida por meio da secg¢éo
ou esmagamento do nervo, eliminando a comunicacdo do musculo com o
nervo, impedindo a ocorréncia de reflexos musculares (MUSACCHIA et al.,

1988).
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A lesdo nervosa periférica foi classificada por Seddon (1943) em 3
tipos: neuropraxia (tipo I), axoniotmese (tipo Il) e neurotmese (tipo IlI).

Neuropraxia é a lesdo nervosa periférica mais leve, ndo envolve
perda da continuidade nervosa e causa perda funcional transitoria, néo
havendo processo de degeneracao Walleriana.

A leséo do tipo axoniotmese ocorre quando hé interrupgdo completa
do axbnio e mielina, no entanto o0 epineuro e perineuro, estdo preservadas.
Ocorre perda da continuidade axonal no nivel da lesdo, com preservacdo do
tubo endoneural, mas com degeneracao Walleriana distalmente a leséo.

A neurotmese é o grau de lesdo nervosa periférica mais grave.
Envolve desconexdo nervosa, com perda funcional e prognéstico de
recuperagdo funcional ruim. O tratamento deste tipo de lesdo é cirdrgico, na
tentativa de evitar-se a formacao de cicatriz e direcionar o crescimento axonal
por meio do guia mesenquimal.

Para a conservacao das propriedades e plasticidade dos diferentes
tipos de fibras musculares a inervacdo é fundamental (SCHIAFFINO et al.,
1999). A auséncia do estimulo nervoso ocasiona a diminuigdo da isoforma
lenta da cadeia pesada de miosina, aumentando a cadeia pesada de miosina
rapida (BALDWIN e HADDAD, 2002; PETTE e STARON, 2001). Além desta
alteragcdo, ocorre também a atrofia, decorrente da diminuicdo ou auséncia de
sintese protéica, aumento da protedlise miofibrilar, aumento de proteases
lisossomais e de célcio intracelular, e aumento da densidade do tecido
conjuntivo principalmente no endomisio e perimisio (IJKEMA-PAASSEN et al.,

2004; ENGEL e FRANZINI-ARMSTRONG, 1994; FERNANDES et al., 2005).
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Na imobilizacdo o estimulo nervoso € mantido, porém ndo ha
resposta muscular, gerando efeitos semelhantes ao da desnervacdo, porém
mMenos expressivos.

Nos dois modelos experimentais sdo encontradas as seguintes
alteragbes nas ceélulas satélites: diminuicdo do tamanho da célula, do nudcleo,
da densidade de cromatina e da atividade celular, diminuindo assim a
capacidade de regeneracdo muscular (KUJAWA et al., 2005).

A recuperacao da funcdo muscular pés-desnervacdo depende néo
somente da regeneracao nervosa, mas também das condi¢des do musculo no
momento da reinervacdo, tais como trofismo muscular, tamanho da area de
fibrose e capacidade miogénica das células satélites (DOW et al., 2004).

O BCAA - aminoacidos de cadeia ramificada, ou AACR é composto
por valina, leucina e isoleucina. Considerados amino4cidos essenciais, pois
ndo sdo produzidos endogenamente, sendo necessaria a ingestdo destes
através de dieta (HENDLER e RORVIK, 2001).

Os BCAA correspondem a cerca de 35% dos aminoacidos
essenciais em proteinas musculares. A concentracdo destes aminoacidos
difere em relag&o ao tipo de fibra muscular, sendo 20-30% maior em fibras de
contracdo lenta (tipo I) em comparacdo aquelas de contracdo rapida (tipo llb)
(ROGERO e TIRAPEGUI, 2008).

Juntamente com o aspartato e o glutamato, os BCAA representam o
conjunto de aminoacidos oxidados diretamente no tecido muscular. Eles séo
transaminados inicialmente pelo complexo enziméatico BCAA aminotransferase
(BCAAT), gerando os cetoacidos correspondentes e glutamato. A leucina é

degradada a alfa-cetoisocaproato, que por sua vez origina o acetil-CoA; a
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isoleucina é degradada em succinil-CoA e também origina acetil-CoA. Ja a
valina, € degradada em isobutiril-CoA, que por sua vez origina o succinil-CoA
(CHAMP et al., 1998).

Os BCAA atuam na manutencdo da proteina corporal, como fontes
de nitrogénio, onde auxiliam a sintese de alanina e glutamina. Principalmente a
leucina auxilia no processo de anabolismo, na regulacdo de processos
anabdlicos envolvendo tanto a sintese quanto a degradacgéo protéica muscular.
Estes apresentam também um potencial efeito terapéutico, uma vez que esses
aminoacidos podem minimizar a perda de massa magra durante a reducao de
massa corporal e favorece o processo de regeneracdo apos lesdo provocada
por exercicios exaustivos (SHIMOMURA et al., 2006).

Pesquisadores acreditam que os BCAA sao capazes de promover 0
anabolismo protéico muscular, auxiliando na secrec¢éo de insulina, reducao do
fator de necrose tumoral-a (SOLERTE et al., 2008) e, principalmente, na
diminuicdo de lesdo muscular ocasionada pela pratica de atividade fisica de
alta intensidade. Eles sdo pouco oxidados pelo figado, e desta forma grande
parte € metabolizado nos tecidos periféricos, principalmente no musculo
esquelético (SHIMOMURA e HARRIS, 2006).

Durante a atividade fisica prolongada, os BCAA sdo captados da
corrente sanguinea para o musculo, onde serdo oxidados. Logo, a ingestao de
BCAA, por fornecer ao musculo substratos, poderia implicar numa melhora do
desempenho diminuindo a necessidade da quebra de glicogénio (OTHANI et
al., 2006).

A queda da concentracdo plasmética de BCAA seria uma causa de

fadiga, permitindo entdo, um maior influxo de triptofano livre no cérebro, sendo
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este um 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; CHEVRONT et al., 2004; WATSON et al., 2004).

Assim, a suplementacdo com o BCAA tem sido aludida como um
meio de limitar a entrada de triptofano no sistema nervoso central, diminuindo a
taxa de sintese de serotonina e, consequentemente, aumentando a capacidade
de realizagdo do exercicio (CHEVRONT et al., 2004; WATSON et al., 2004,
OTHANI et al., 2006).

Outros estudos ainda sugerem que o BCAA pode também ser um
potencial candidato em promover a longevidade (ALVERS et al., 2009; FUCHS
et al., 2010). Recentemente foi demonstrado que a suplementagcdo com BCAA
aumenta a longevidade média de camundongos machos. Este resultado foi
acompanhado por um aumento da biogénese mitocondrial e uma expressao de
SIRT1, enzima que regula o sistema de defesa contra as espécies reativas de
oxigénio (ROS), com reducdo do dano oxidativo, tanto na musculatura
esquelética, quanto cardiaca de camundongos (D'ANTONA et al., 2010).

A revisao feita por Valerio e colaboradores (2011), aponta que a
suplementacdo com BCAA exerce uma variedade de efeitos benéficos tanto
em animais quanto em humanos, indicando um possivel papel deste
aminoacido no metabolismo energético e na longevidade de varias espécies,
desde seres unicelulares até mamiferos. Este mesmo estudo propde que tal
suplementacao pode ser uma boa estratégia para promover a sobrevivéncia de

pacientes idosos.
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Os efeitos da ingestdo de BCAA tem sido investigada em inimeros
modelos de doencas, incluindo obesidade e doengas metabdlicas, doencas do
figado, imunidade comprometida, atrofia muscular, cancer e uma variedade de
lesBes (trauma, pds-operatorio, queimaduras e sepse) (CYNOBER, 2006). Em
relacdo a seu efeito com a obesidade, em particular a leucina, aumenta a
secrecdo da leptina do tecido adiposo (LYNCH et al., 2006), diminuindo a
ingestdo de alimentos e o peso corporal através da sinalizagdo da via mTOR
(COTA et al., 2006), e melhora captacao muscular de glicose e 0 seu no corpo
inteiro (SHE et al., 2007).

Pesquisas foram realizadas para investigar a relagcdo das altas
doses de BCAAs, o que é amplamente utilizado entre os atletas como
constituintes de regimes dietéticos (FERNSTROM, 2005), e a degeneragao
neuronal em modelos vivos, utilizando culturas de neurbnios de cérebro de
ratos, na tentativa de verificar se o0 BCAA pode induzir ou exacerbar a
toxicidade celular. Os resultados mostraram que, em neurdnios, tanto a valina,
quanto a mistura dos aminoacidos (BCAA) em grandes concentragoes,
aumentavam significativamente a excitotoxicidade e sdo também téxicos para
os neurdnios (CONTRUSCIERE et al., 2010).

No cérebro, o glutamato liberado € captado pelos astrocitos e
transformado em glutamina, consumindo amédnia livre. A glutamina é entdo
liberado para o0 espaco extracelular e captado pelos neurdnios, onde é
convertida de volta para o glutamato, produzindo amoénia livre. O amonio
utilizado nessas reagbes devem ser translocado de volta para os astrécitos
para desintoxicacdo e sintese de glutamina. A existéncia de um servico de

transporte de nitrogénio baseado em BCAAs tem sido proposta como um
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sistema para permitir essa troca de nitrogénio entre astrocitos e 0s neurdnios
(YUDKOFF et al., 1996; YUDKOFF, 1997; BIXEL et al., 1997; LIETH et al.,
2001; HUTSON et al.,, 2005). A ambnia em neurdnios é transaminada para
formar o BCAAs cognatos, que sao exportados para astrécitos. Sugerindo que
0 excesso de substratos em qualquer uma dessas etapas pode perturbar o
sistema, criando armazenamento de produtos intermediarios (HUTSON et al.,
2005).

A valina, como um dos aminoacidos que compde o BCAA, nédo é
produzida endogenamente, portanto as importantes fontes séo farinha de soja,
gueijo, peixe, graos, cogumelos, amendoim, carnes e legumes (ETZEL, 2004).

Na caréncia deste aminoacido observa-se reducdo da funcéo
muscular e perda de equilibrio durante a locomoc¢do, alteracdo da saude
mental, anorexia, ins6nia e hipersensibilidade cutanea (HUTCHISON et al.,
1983; GOTO et al., 2010).

A valina de forma isolada participa na desintoxicagdo de amoénia e
trabalha junto com o alfa-cetoglutarato e pode ser um aminoacido importante
na prevencdo da toxicidade da amobnia em idosos que estdo hospitalizadas
(BIXEL et al., 1997; YUDKOFF et al., 1996; YUDKOFF, 1997; HUTSON et al.,
2005; LIETH et al., 2001).

Apesar de os efeitos anabdlicos dos aminoacidos sobre a sintese
protéica e funcdo celular serem reportados ha aproximadamente 25 anos, até
poucos anos atrds nao eram conhecidas as bases moleculares do seu
mecanismo de acdo. Agora se sabe que os aminoacidos participam em vias de

transducéo de sinal, ativando em determinadas células algumas das cascatas
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sinalizadoras comuns a insulina, por exemplo, principalmente a leucina
(HUTSON e HARRIS, 2001).

De acordo com Biesek, Alves e Guerra (2005), o BCAA tem os
seguintes efeitos ergogénicos: auxiliam na hipertrofia muscular, possuem agéo
anti-catabodlica, retardam a fadiga central, economizam o0s estoques de
glicogénio muscular, aumentam 0s niveis plasmaticos de glutamina apos
exercicio intenso, de forma que melhora o sistema imunoldgico, ndo ha na
literatura muitos relatos explorando seu efeito sobre musculos imobilizados ou
desnervados.

Segundo Watanabe (2010) a suplementacdo com BCAA foi efetiva
em manter o status nutricional dos musculos imobilizados, demonstrando uma
acao anti-catabolica, fator este que pode favorecer uma reabilitacdo acelerada
na fase poés- imobilizagdo. No entanto, ndo foi realizado um estudo
morfomeétrico nos musculos imobilizados.

Diante do exposto, por conhecer o efeito bioquimico do BCAA, a
hipotese que se levanta é que a suplementacdo com BCAA possa atenuar as
alteracbes morfologicas deletérias provocadas pela imobilizacdo e

desnervagéo.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar as alteragBes morfoldégicas do musculo séleo de ratos
submetidos a desnervagdo, imobilizacdo e suplementados com BCAA
(aminoacido de cadeia ramificada), bem como caracterizar o perfil metabdlico
desencadeado pela suplementacdo com o aminoacido valina em musculos de

ratos desnervados.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar os efeitos ligados ao tratamento com o complexo de
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) em musculos esqueléticos
imobilizados e desnervados, bem como o aminoacido valina isoladamente em
musculo esquelético desnervado de ratos, obedecendo aos seguintes

parametros de analise:

1) Avaliar histologicamente, a densidade de &rea de tecido
conjuntivo e a area de seccgdo transversa das fibras do musculo séleo
submetido a desnervacdo e suplementado com BCAA, bem como o musculo

s6leo imobilizado e suplementado com o0 BCAA,

2) Realizar um estudo bioquimico buscando identificar o estado de

saude dos animais tratados tanto com BCAA, quanto com valina.
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3) Avaliar através do teste de tolerancia a insulina (ITT) e do teste de

tolerancia a glicose (GTT) tanto a responsividade das ilhotas pancreaticas a
glicose quanto a sensibilidade de tecidos periféricos & insulina, em ratos

tratados com valina.

4) Avaliar as reservas glicogénicas dos musculos do membro
posterior de ratos controles e submetidos a desnervacdo (7 dias), além do

efeito do tratamento com o aminoécido valina em ambas as condic¢des;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, com idade entre 3 a 4 meses,
pesando de 250 a 300g, permanecendo em condi¢des controladas de biotério,
submetidos a ciclo foto periodico de 12 h claro/escuro sob condi¢cbes
controladas de temperatura (23°+2 °C), alimentados com racdo e agua ad
libitum, sendo tratados segundo recomendacdes do Guide for Care Use of
Laboratory Animals (National Research Council, 1996).

Esta pesquisa teve aprovacdo do Comité de FEtica em

Experimentacéo animal (CEEA) da UFSCAR, protocolo n°® 010/2006 (Anexo 1).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Andlise Histoldgica

Os animais foram divididos aleatoriamente em 6 grupos

experimentais, como demonstra a Tabela 1.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos ratos em grupos experimentais para analise
histoldgica (n=5)

Grupos experimentais

Controle

Desnervado

Imobilizado

Suplementados com BCAA 7 dias
Desnervado suplementado com BCAA 7 dias

Imobilizado suplementado com BCAA 7 dias

3.2.2 Andlise Bioquimica

Para esta andlise 20 animais foram divididos em 4 grupos (n=5)

(Tabela 2)

Tabela 2 - Distribuicdo dos ratos em grupos experimentais para analise
bioquimica (n=5)

Grupos experimentais

Controle

Desnervado

Suplementado com Valina 7 dias

Desnervado suplementado com Valina 7 dias
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3.3 PROCEDIMENTOS

3.3.1 Suplementagdo com BCAA

Os grupos suplementados receberam o complexo de aminoacidos

BCAA (Nutristore®) na concentracdo de 0,5 ml/dia através da via orogéastrica

por gavagem durante 7 dias (KOBAYASHI et al., 2006).

3.3.2 Suplementag&o com Valina

Os grupos suplementados com Valina receberam a substancia na

dose de 0,25 mM/100g, administrada na agua dos animais (MORTIMORE et

al., 1987, BLOMMAART et al., 1995).

3.3.3 Anestesia

Para desnervagdo e imobilizacdo, foi utilizado a associagcéo

Ketamina/Xilasina (35 mg/kg e 4 mg/kg peso) e para a analise bioquimica foi

utilizado Tiopental sédico (40 mg/kg peso).

3.3.4 Desnervagao

Os ratos foram anestesiados, a parte posterior da coxa esquerda

tricotomizada e uma por¢do do nervo ciatico (1 cm) foi seccionado e retirado

(CODERRE et al., 1992) ( Figura 1).
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Figura 1 - Procedimento cirdrgico da desnervacdo. A: membro posterior
tricotomizado; B: nervo ciatico em destaque; C: comprimento do nervo

seccionado; D: incisdo suturada.

3.3.5 Imobilizacéo

Apés anestesia, a pata posterior esquerda de cada animal foi
imobilizada com 6rtese de resina acrilica, com um peso aproximado de 22 g
associada a uma cinta de PVC ligada por rotadores laterais, como
demonstrados na figura 2, permitindo a manutencdo da articulacdo do
tornozelo em posicdo de 90° e possibilitando a liberdade de movimento nas
articulacdes do joelho e quadril, ndo restringindo a deambulagcéo do animal de

acordo com o modelo de Silva et al. (2006).
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Figura 2 - Adaptacédo da ortese no membro posterior do animal. (A) modelo de
ortese que néo interfere na deambulacdo, porém, permite a descarga de peso
no membro imobilizado. (B) modelo de ortese adaptada ao animal mantendo o

tornozelo na posicao de 90°.

3.4 ANALISE MORFOMETRICA

3.4.1 Processamento das amostras do tecido muscular

Os animais foram decapitados, o musculo séleo retirado e pesado,
sua porcao ventral foi colocada em solugéo tamponada de formol 10% para
fixacao.

Apds 48h, as pecas passaram por desidratacdo em alcool etilico,
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diafanizacao em xilol e incluidas em paraplast. Cortes transversais de 7 pm nao

seriados foram obtidos e corados em Hematoxilina-Eosina (H:E).

3.4.2 Andlise da seccao transversa das fibras musc  ulares

Foram selecionados 5 cortes e para cada um deles foram escolhidas
5 areas, para a captacao e analise das imagens, utilizando um software Image
Pré-plus® 4.0, e uma camera digital (JVC) acoplada a um microscépio (Zeiss)
com integracdo a um microcomputador. Todas as imagens foram captadas com
uma objetiva 10x, sendo que o software permitiu visualizar as imagens em uma
area da tela (area de flame) de 190.464,12 ym®. Para a andlise da seccéo
transversa das fibras foi utilizado uma tela quadriculada, composta por 80
quadrados, com 63 interseccOes de retas. A interseccéo de retas que coincidia
na fibra muscular, esta era delimitada e o programa gerava um numero
correspondente a area da fibra, sendo analisadas 15 fibras por area em cada

corte, totalizando 375 fibras por animal, de forma aleatoria.

3.4.3 Andlise da densidade de area do tecido co njuntivo

intramuscular

A densidade de &rea de tecido conjuntivo (em %) foi obtida por meio
da planimetria por contagem de pontos (MATHIEU et al, 1981; MANDARIN DE
LACERDA, 1994), que através do software Image Pré-Plus® 4.0, proporcionou
a visualizagdo em uma tela quadriculada, composta por 165 quadrados, com

140 interseccOes de retas. A intersecgdo de retas que coincidiam sobre o
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tecido conjuntivo foram contados e a porcentagem de éarea foi calculada

segundo a férmula:

N° de interseccdes que coincidiam sobre o tecido conjuntivo X 100

N° total de intersecc¢des = 140

3.5 ANALISE BIOQUIMICA

3.5.1 Analise do perfil metabdlico dos animais

Por se tratar de uma linha experimental onde o metabolismo dos
carboidratos torna-se alterado em detrimento da técnica ou da suplementacéo,
optou-se por direcionar a avaliacdo no sentido de quantificar as principais
reservas glicogénicas com destaque ao tecido muscular e hepatico, bem como,
avaliar a sensibilidade periférica a insulina, hormdénio que atua tanto na

interface ligada a reserva quanto a efeitos anabdlicos/anticatabdlicos.

3.5.2 Determinacao do glicogénio muscular e hepatico

As amostras dos musculos soleo, gastrocnémio branco e vermelho e
figado foram 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 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 estao

expressos em mg/100mg de peso Umido. Somente para este parametro foram
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avaliados os musculos séleo, gastrocnémio branco, gastrocnémio porgao

mistae figado.

3.5.3 Andlise do peso muscular

O musculo séleo dos grupos controle, desnervado, tratado com
valina, desnervado tratado com valina foram cuidadosamente isolados,
dissecados e pesados individualmente em balanca analitica (Bel Engineering,

UMark®-210A).

3.5.4 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Para o ITT os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico
(40 mg/Kg de peso) e apos 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™ 1 U/Kg de
peso e novas amostras coletadas nos tempos 2,5; 5; 10 e 20 minutos e a

glicemia avaliada pelo glicosimetro (Accu-check").

3.5.5 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/Kg) e
apos 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 seguir foi
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administrado glicose (2 g/Kg) seguido de coleta de sangue nos tempos 15 min,
30 min, 60 min, 90 min e 120 min e a glicemia novamente avaliada glicosimetro

(Accu-check™).

3.5.6 Captacao de 2-Deoxiglicose

ApoOs anestesia, 0 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 Dubinoff (FANEN,
Modelo 145) dentro de frasco de vidro de cintilagdo contendo 1,5 mL de
tampéao Krebs-Ringer bicarbonato (NaCl 0,6%, HEPES 6,64 mM, KCL 0,032%,
CaCl; 1,14 mM, KH,PO4 0,015%, NaHCO3 0,19%, MgSO, 0,03%) equilibrado
com a mistura de 95% 02-5%/CO2, pH 7,4. Apés este periodo as fatias
musculares foram transferidas para um novo frasco de cintilacdo de vidro
(frasco externo) contendo 1,5 mL de tampéo Krebs-bicarbonato enriquecido
com glicose 5,5 mM, contendo [U¥C] glicose, 0,25 mCi/mL e [3H+] 2-
deoxiglicose (2 DG, 0,5 mCi/mL) e insulina (100 uM/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 pL 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
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retiradas do contato com as solucdes. A liberacdo do CO, foi estimulada pela
injecdo de 200 pL de acido tricloroacético (TCA) 25% no frasco externo e CO2
foi captado pela hiamina 10-x do frasco interno durante mais 3 horas de
incubacéo a 37°C. A captacédo da 2-deoxiglicose foi avaliada na fase alcalina
obtida pela mensuracdo da radioatividade do 3H+. Toda mediacdo da
radioatividade foi feita em contador PACKARD Tricab 2100 utilizando-se

TRITON X-100 com liquido de cintilacdo a base de tolueno.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise morfométrica dos dados foi aplicado o teste de
Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade, onde o grupo controle ndo apresentou
distribuicdo normal, portanto aplicou-se o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
post hoc Dunn.

Na andlise dos parametros ligados aos elementros radioativos, foi
realizado a Analise de Variancia e quando necessario foi utilizado o teste "post
hoc" de Newman-Keuls para comparacdo entre grupos. Na analise estatista
dos demais dados, foi aplicado o teste de normalidade Shapiro-Wilk sendo
observado normalidade nos dados, aplicando o teste t pareado.

Para o teste ITT a variavel analisada foi a porcentagem de
decaimento (KITT), sendo calculada a porcentagem de cada animal e, logo
apos, calculada a média dessa variavel a qual foi comparada com a média do
outro grupo pelo teste “t” (p<0,05).

Em todos os célculos foi fixado um nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

Em relagdo a andlise morfolégica do musculo séleo, as médias de
area da seccdo transversa das fibras apresentadas na Tabela 3, e Figuras 3,
4,e 5, mostram que no grupo imobilizado houve reducdo significativa de
52,70%, e no grupo desnervado de 66,55% em relacéo ao grupo controle.

Quando se compara o0 grupo tratado com BCAA com o grupo
controle, observa-se que a média da area das fibras néo diferiu entre eles. Ja
no grupo imobilizado+BCAA houve um aumento significativo de 74,94% em
relacdo ao imobilizado, n&o diferindo do grupo controle.

No grupo desnervado+BCAA a média da &rea das fibras apresentou
aumento significativo de 90,37% em relacdo ao grupo desnervado, mas

manteve-se diferente do controle, com reducéo de 36,31%.

Tabela 3 — Média + dpm da area (um?® da seccéo transversa de fibras do

musculo so6leo nos diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais Média + dpm
Controle 2791,75 + 487,48
Imobilizado 1320,30 + 164,19 * *
Desnervado 933,83 £ 279,47 *
BCAA 3000,75 + 347,36
Imobilizado + BCAA 2309,80 + 424,78 *
Desnervado + BCAA 1777,79 £ 145,63 * =

* diferentes do Grupo Controle (p < 0,05)
* diferentes do Grupo Imobilizado (p <0,05)

* diferentes do Grupo Desnervado (p < 0,05)
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A Tabela 4 mostra em %, a densidade de area de tecido conjuntivo
nos diferentes grupos experimentais, onde se pode observar aumento
significativo de 263,75% no musculo imobilizado e 270,90% no desnervado em
relacdo ao grupo controle.

Em relagdo ao tratamento com BCAA, houve aumento significativo
de 97,21% na densidade de area de conjuntivo quando comparado ao grupo
controle. No grupo imobilizado tratado com BCAA ndao foi alterado, mas nota-se
um ligeiro aumento (n&o significativo) de 6,46% em relacdo ao grupo
imobilizado. J& o grupo desnervado tratado com BCAA apresentou reducéo

significativa de 34,44% quando comparado com o grupo desnervado.

Tabela 4 — Porcentagem de area do tecido conjuntivo nos diferentes grupos

experimentais. Os valores correspondem a média + dpm, n=5

Grupos experimentais %

Controle 8,25 +0, 003
Desnervado 30,60+0,019*
Imobilizado 30,01+0,014~*
BCAA 16, 27 £ 0, 006 *
Desnervado + BCAA 20,06 +0, 015 * *
Imobilizado + BCAA 31,95 +0, 008 *

*diferentes do Grupo Controle (p<0,05)

# diferentes do Grupo Desnervado (p<0,05).



Figura 3 - Mdasculo Sdéleo controle (C), e Mduasculo Séleo controle
suplementado com o aminoacido bcaa (BCAA) por um periodo de 7 dias.

Tecido Conjuntivo — seta, Fibra Muscular - *  (barra=50 pm)
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Figura 4 - Musculo Soleo desnervado (D), e Musculo Séleo desnervado
suplementado com o aminoacido bcaa por um periodo de 7 dias (D+BCAA).
Tecido Conjuntivo — seta, Fibra Muscular - *  (barra=50 pm)
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Figura 5 - Musculo Séleo imobilizado por um periodo de 7 dias () e
Musculo Séleo imobilizado e suplementado com o aminoacido bcaa por 7 dias
(I+BCAA). Tecido Conjuntivo — seta, Fibra Muscular - *  (barra=50 pm).
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O diagnéstico bioquimico foi elaborado por meio de parametros
importantes enquanto indicativo do estado de saude dos animais. Neste
sentido, a Tabela 5 mostra que o grupo controle nédo difere do grupo
suplementado com valina. Observa-se que na presenca da associacdo de

aminoacidos (BCAA) os valores também nao diferem do grupo controle.

Tabela 5 - Perfil bioquimico de ratos controle, suplementados com valina
0,25mM/100g, e suplementados com BCAA 0,5ml/dia, durante 7 dias. Os

valores correspondem as médias + dpm, n=6.

Grupos Aspartatoamino Alaminoamino  Uréia  Creatinina Gamaglutamil

trasferase transferase (mg/dl) (mg/dl) transferase

AST (U/L) ALT (U/L) (UIL)
Controle 109+1.6 59,8 +3,0 33+1,3 0,50+0,02 0,40+0,02
Valina 111 +3,1 63+5,0 34+39 047+0,04 0,43+0,01
BCAA 122,80 +6,8 56 +11 39+2,7 0,63+0,06 0,45+0,04

Pode-se observar na Figura 6 que a desnhervacdo promoveu
diminuicdo nas reservas de glicogénio atingindo 20% no musculo séleo, 30%
na porcao branca do gastrocnémio e 43% no gastrocnémio por¢cao mista em
relacdo ao grupo controle (P<0,05). A mesma analise aplicada nos grupos
tratados com valina comparados com o grupo controle mostraram elevacao nas
reservas atingindo 7% no musculo soleo, 6% na porcdo branca do

gastrocnémio e 5% no gastrocnémio porcdo mista, indicando uma pequena



acdo em musculos integros.

Em relacdo as reservas glicogénicas dos musculos desnervados
tratados com valina foi observado que, se comparado ao grupo néo tratado, as
reservas apresentaram-se 16% maior no musculo séleo, 18% na por¢ao branca
do gastrocnémio e 20% no gastrocnémio por¢do mista, mostrando que o
aminodacido interferiu nas vias citosdlicas responsaveis pela glicogénese que

foram comprometidas pela desnervacéao.
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Figura 6. Conteudo de glicogénio (mg/100 mg) dos musculos soleo (S),
gastrocnémio porcéo branca (GB) e gastrocnémio porcédo mista (GM) do grupo
controle (C), valores correspondem a médiatdpm, n=6. *p<0,05 comparado ao
controle; #p<0,05 comparado ao desnervado; + p<0,05 comparado ao

desnervado.

A acao da valina sobre o peso do musculo séleo pode ser observado

na Figura 7, onde n&o houve diferenca entre os grupos controle e tratados. No
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mesmo sentido, destaca-se que com a desnervacao houve reducéo de 22% na

massa, condi¢do que nao foi modificada na presenca da valina.
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Figura 7. Peso do musculo sdleo (mg) do grupo controle (SC),
desnervado (SD), tratados com valina (SV) e desnervados tratados
com valina (SDV). Os valores correspondem a médiatdpm, n=6.

*p<0,05 comparado ao controle.

Foram avaliadas as reservas hepaticas de glicogénio e nao foi

observado alteracao entre os diferentes grupos experimentais (Figura 8).
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Figura 8. Conteudo hepatico de glicogénio (mg/100mg) do grupo
controle (C), desnervado (D), tratados com valina (V) e desnervados

Glicogénio ( mg/100mg)

tratados com valina (DV). Os valores correspondem a médiatdpm, n=6,

p<0,05.

Tendo em vista alteracbes nas reservas energéticas teciduais,
avaliou-se a sensibilidade tecidual a insulina sendo observado que na presenca

da valina a captacéo periférica foi elevada em 18% como mostra a Figura 9.
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Figura 9. Constante de decaimento da glicemia (%/min) dos
grupos controle e tratados com valina (7 dias). Os valores
correspondem a meédia = dpm, n=6. *p<0,05 comparado ao

controle.

Como pode ser observado na Figura 10 o tratamento com a valina
nao interferiu na sensibilidade das células beta pancreaticas frente a uma
sobrecarga de glicose, uma vez que a area sob a curva nao diferiu entre os

grupos.
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Figura 10. Area sob a curva (concentracdo de glicose/120 min) dos
grupos controle e tratados com valina (7 dias). Os valores

correspondem a média + dpm, n=6.

Os resultados mostram que houve elevagdo estatisticamente
significativa que equivale a 14% na taxa de captacdo da 2-deoxiglicose no
s6leo tratado com o aminoacido valina. No mesmo sentido, observa-se que no
muasculo desnervado houve reducdo de 25% na captacdo, indicando
comprometimento no aporte da 2-deoxiglicose. Por outro lado, no musculo
desnervado tratado com valina foi observado valores 54,6% maiores se
comparado ao desnervado e 15% se comparado ao controle como pode ser

observado na Figura 11.
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Figura 11 . Captacdo de 2-deoxiglicose (umol/g.h) no musculo séleo
de animais controle (C), tratados com valina (V), desnervado (D) e
desnervado tratado com valina (DV). Os valores correspondem a
média xdpm, n=4. * p<0,05 comparado ao controle; # p<0,05
comparado ao tratado com valina; + p<0,05 comparado ao

desnervado.

A seguir foi avaliada a oxidacdo da glicose no musculo séleo e os
resultados mostram que o grupo tratado com valina ndo se diferencia do
controle, por outro lado, no musculo desnervado houve reducdo de 37%. No
musculo desnervado tratado com valina foi observado valores 26% maiores se
comparado ao desnervado, porém, ainda permanece 22% menor que a

oxidacdo observada no grupo controle (Figura 12).
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Figura 12 . Oxidacdo de glicose (umol/g.h) no muasculo soleo de
animais controle (C), tratados com valina (V), desnervado (D) e
desnervado tratado com valina (DV). Os valores correspondem a
média xdpm, n=4. * p<0,05 comparado ao controle; # p<0,05
comparado ao tratado com valina; + p<0,05 comparado ao

desnervado.

Quanto a incorporacdo da glicose nas reservas glicogénicas
verificou-se que a valina promoveu elevacdo de 94,5% no musculo normal
comparado ao controle e 72% no musculo desnervado com relacdo ao
desnervado néo tratado, cuja incorporacdo apresentava-se reduzida em 11%

(Figura 13).
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Figura 13. Incorporacdo de glicose (umol/g.h) no musculo séleo de
animais controle (C), tratados com valina (V), desnervado (D) e

captagao de 2-deoxiglicose (umolfg.h)

desnervado tratado com valina (DV). Os valores correspondem a
média xdpm, n=4. * p<0,05 comparado ao controle; # p<0,05
comparado ao tratado com valina; + p<0,05 comparado ao
desnervado.
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6. DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados mostram que o BCAA alterou o
musculo em todas as condicbes estudadas; no grupo controle aumentou a
porcentagem de tecido conjuntivo, no grupo imobilizado aumentou seccao
transversa da fibra, no grupo desnervado diminui tecido conjuntivo e aumentou
seccdo transversa. E a valina nas condi¢gdes estudadas ndo apresentou
toxicidade renal, nem hepatica, aumentou reserva de glicogénio, sensibilidade
tecidual a insulina, captacédo, metabolizagéo e oxidacédo da glicose, realizando
assim uma manutencao das condicdes energéticas.

Pelo fato de ter predominantemente fibras lentas (tipo I) o musculo
séleo foi utilizado para o estudo morfométrico. Além disto a arquitetura deste
musculo, com fibras paralelas ao seu longo eixo (LIEBER, 2002), facilita este
tipo de analise. Outro fator que condicionou esta escolha € que a concentracao
de BCAA difere em relacdo ao tipo de fibra muscular, sendo 20-30% maior em
fiboras de contracdo lenta em comparacdo aquelas de contragdo rapida
(ROGERO; TIRAPEGUI, 2008).

De acordo com a literatura os valores normais para seccgéo
transversa da fibra do musculo séleo € de 2084 a 3500 um2 (DELP e DUAN,
1996; COUTINHO et al., 2002; GOMES et al., 2004). Neste estudo a média do
grupo controle foi de 2791,75 um2, mostrando que a metodologia de analise
agui foi adotada é confiavel.

Dependendo do muasculo avaliado, a literatura mostra valores que
variam de 1 a 10% de tecido conjuntivo intramuscular (TRAPPE et al., 2002;

JARVINEN et al., 2002). No presente trabalho, observou-se um valor de 8,66%
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no musculo séleo do grupo controle, demonstrando estar dentro dos valores de
referéncia.

Em relagdo a acdo dos BCAA no musculo soleo, os resultados aqui
apresentados ndo mostraram diferenca significativa em relacdo a area de
secc¢dao transversa da fibra. Este resultado corrobora o trabalho de Holm et al.
(2010), que relataram que a taxa de sintese de proteinas miofibrilares séo
dependentes da intensidade de contragdo e ndo da alimentag&o isoladamente.
Revelam ainda que somente quando a contracdo utilizando cargas sao
conduzidas é que as vias do complexo MAPK e mTOR |-dependentes séo
ativadas.

Neste trabalho foi encontrado aumento na densidade de &rea de
tecido conjuntivo dos animais tratados BCAA. Babraj et al. (2005), mostraram
gue a sintese de coldgeno em musculo esquelético e em pele de humanos néo
se altera com a alimentacao, em situacao de repouso. Do mesmo modo, Holm
et al. (2010) mostraram que fibroblatos do musculo esquelético em humanos
aumenta o turnover do tecido conjuntivo em grande parte influenciada pelo
estresse mecanico, independente da intensidade de exercicio e ndo varia com
a disponibilidade de alimento. Com a matriz extracelular ndo se restringe ao
colageno, proteina abordada nos trabalhos citados, é possivel que a ingestéao
do BCAA tenha alterado a sintese ou o turnover de outros componentes, como
proteinas ou glicosaminoglicanas. Outro fato pelo qual pode-se considerar que
este aumento seja devido a proteinas e glicosaminoglicanas hidrofilicas, é que
nao houve coloragdo das mesmas por Eosina, corante utilizado neste estudo e

que evidencia colageno.
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A imobilizacdo, comumente utilizada na préatica clinica, promove
efeitos deletérios no sistema musculo esquelético, e alguns fatores como o tipo
de fibra e a posicdo de imobilizagdo podem influenciar os resultados desta
pratica.

Na década de 70 e 80 estudos que avaliavam as respostas
musculares a imobilizacdo eram contraditérios quanto ao tipo de fibra mais
susceptivel a atrofia (BOOTH e KELSO, 1973; JAFE et al., 1978;
SAVOLAINEN et al.,, 1988). Mais recentemente, os trabalhos mostram que
musculos antigravitacionais e muasculos com predominancia de fibras lentas
tém um maior grau de susceptibilidade a atrofia (APPEL, 1990; LIEBER, 2002;
TANAKA et al., 2004).

Além do tipo de fibra muscular, o outro fator importante a se
questionar é a posicdo de imobilizacdo. Neste estudo foi adotada a posicéo de
90°de tornozelo, pois a posi¢do encurtada, € a que provoca maiores alteragcdes
como: reducéo das reservas de glicogénio, atrofia, diminuicdo de sarcoOmeros
em série, proliferacdo de tecido conjuntivo, bem como diminuicdo da forca
muscular (YANG et al. 1997, GOMES el al., 2004, CANCELLIERO et al., 2005).

O periodo de imobilizacdo relatado na literatura varia. H& trabalhos
que utilizam duas ou trés semanas em posi¢cédo de encurtamento (WILLIAMS e
GOLDSPINK, 1978; CARVALHO, 2002; GOMES et al., 2004), enquanto que
outros, apontam para alteracbes musculares entre 1 e 7 dias de imobilizac&o
(JARVINEN et al., 1992, AHTIKOSKI et al., 2003). Foi adotado neste estudo 7
dias de imobilizacdo pois segundo Lima et al. (2007), este periodo é suficiente

para provocar adaptacbes de sarcOmero, na morfometria, assim como
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alteracbes nas propriedades mecanicas, utilizando o mesmo modelo
experimental.

Qin et al. (1997) afirmam que a imobilizacao por diferentes periodos
acarreta uma atrofia muscular variando de 15 a 70%, dependendo da fibra
avaliada. Durigan (2006) relatou reducdo de 30,92% na area da fibra do
musculo séleo imobilizado em posicdo encurtada por 3 dias, uma reducéo de
44,14% imobilizado por 7 dias , e uma reducdo de 36,92% imobilizado por 15
dias, nas mesmas condi¢des experimentais do presente trabalho. Neste estudo
obteve-se uma redugcdo de 52,70% na area da fibora do musculo séleo
imobilizado em posicdo encurtada por 7 dias, utilizando o mesmo modelo
experimetal.

A imobilizagdo, independente do modelo de desuso muscular
(imobilizacdo, tenotomia, ou desnervagdo) tem um aumento do tecido
conjuntivo variando de 50 a 700% (JOZSA et al., 1988; JOZSA et al., 1990).
Corroborando com este estudo Durigan (2006) notou um aumento de 216%
com 7 dias de imobilizag&o, e este estudo observou um aumento de 263,75%
nos mesmos 7 dias de imobilizacao.

De maneira geral, o processo de imobilizagao reduz os componentes
da matriz extracelular em 40% o &acido hialurénico, e em 30% a condroitina-4-
sulfato e condroitina-6-sulfato, bem como reduz a massa de colageno na ordem
de 10% e aumenta a renovacao (“turnover”) do colageno, com degradacgéo e
sintese acelerados (AKESON et al., 1987). Segundo Andrews et al., (2005)
com a imobilizagdo ha reducdo do conteldo de &agua e de GAG
(glicosaminoglicanas), reducdo da matriz extracelular, associada com

diminuicdo na lubrificacdo entre as ligagBes cruzadas das fibras colagenas,
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aumentando o ritmo de renovacao (renovacao e sintese) de colageno. Como
ndo ha forcas fisioldgicas atuando sobre este conjuntivo, isto impede a
formacéo de ligagbes cruzadas , dando origem a fibras imaturas, responsaveis
pela fiborose (AMIEL et al., 1982).

Em relacdo a média da seccdo transversa do soOleo do grupo
imobilizado+BCAA houve um aumento significativo de 74,94% em relagédo ao
imobilizado, n&o diferindo do grupo controle. Isto se deve, muito
provavelmente, a acdo da leucina, presente na suplementacdo utilizada neste
trabalho. E sabido que os produtos do metabolismo da leucina, em células
pancredaticas, podem ativar fatores reguladores da traducdo e como
conseqléncia ativar importantes sistemas reguladores das vias anabdlicas,
com destaque a mTOR (XU et al., 2001; LEWIS et al., 2006; KIMBALL et al.,
2006)

O modelo de desnervacdo empregado neste trabalho foi o da
neurotmese, segundo Coderre et al. (1992), onde o segmento distal fica
desprovido de irrigagao arterial, pelo fato de ter seccionado por completo o
nervo, ndo havendo possibilidade de crescimento axonal, ndo recupera sua
funcionalidade (LUNN et al., 1990), e acarreta alteracdes morfologicas, como
diminuicdo da massa muscular (JAKUBIEC-PUKA et al., 1992, ZERNICKA et
al, 2002), da area de seccdao transversa das fibras (DECHERCHI, et al., 2003,
ASMUSSEN et al.,, 2003), bem como aumento do tecido conjuntivo no
endomisio (LU et al., 1997, SCHMALBRUCH e LEWIS, 2000; POLACOW et al.,
2003).

Os resultados do presente estudo vém corroborar 0s varios

trabalhos encontrados na literatura. Mostrado reducdo de 66,55% na area de
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seccao transversa nas fibras do musculo soleo apds 7 dias de desnervacéo. Ja
com o tratamento com BCAA a média da area das fibras foi 90% maior
comparada com o musculo desnervado, mas manteve-se diferente do controle
com reducao de 36,31%.

Tem sido demonstrado que, com a desnervagdo também ocorrem
modificacdes relacionadas ao metabolismo de carboidratos, principalmente a
resisténcia a insulina, desencadeada pela reducdo na atividade das enzimas
reguladoras das vias metabdlicas ligadas a interface pés-receptor da insulina;
reducdo na populacdo do GLUT4 (transportador de glicose tipo 4); reducdo na
concentracgéo citosolica do RNAm (&cido ribonucléico mensageiro) do GLUT 4;
reducdo na expressao génica dos transportadores GLUT 1 (transportador de
glicose tipo 1) e GLUT 4; reducao na atividade das enzimas participantes da
glicolise e da enzima glicogénio sintetase bem como reducdo na habilidade da
insulina em ativa-la (CODERRE et al.,, 1992). Esses eventos associados,
participam das alterac6es metabdlicas que predisp6em as fibras musculares a
hipotrofia. Estudos tém demonstrado as relagdes funcionais entre a inervacao
motora e a homeostasia metabdlica das fibras musculares, em que ha um
consenso de que a reducdo de reservas de glicogénio, induzida pela
desnervacéo, pode ser minimizada por farmacos como metformina (GUIRRO et
al., 2004), clembuterol (CANCELLIERO et al., 2004), bem como suplementos
energéticos como glutamina (FORTI, et al., 2004) e CGT - creatina-glutamina-
taurina (CANCELLIERO et al., 2004).

Os BCAAs melhoram o metabolismo da glicose no musculo
esquelético, tecido adiposo, e no figado, no entanto, 0s mecanismos

moleculares em cada 6rgéo séo diferentes. No musculo esquelético, os BCAAs
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promovem a captacdo de glicose através da ativacdo de fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K) e da proteina quinase C e posteriormente translocacdo do
transportador de glicose (GLUT) 1 e GLUT4 para a membrana plasmatica
(NISHITANI et al., 2002; NISHITANI et al., 2005) no tecido adiposo, a leucina
induz a melhora da fosforilagéo de insula pela Akt na Ser473 e Thr308 e mTOR
em Ser2448, em Ultima instancia aumentando a captagéo de glicose (HINAULT
et al.,, 2004). O presente estudo vem confirmar estes efeitos também em
musculos desnervados e imobilizados.

As definicbes das doses aqui adotadas foram definidas de acordo
com Mortimore et al. (1987) e Blommaart et al. (1995), onde compararam a
concentracdo de leucina, isoleucina e valina no plasma basal e na
concentragdo destes aminoacidos na veia porta de animais alimentados, sendo
estas concentragdes no valor de 0.4 mM, 0.4 mM e 0.25 mM repectivamente.

O excesso de BCAAs poderia resultar em uma maior disponibilidade
de glutamato, podendo resultar numa toxicidade adivinda de uma estimulag&o
excessiva dos receptores NMDA, que sao o0s receptores de glutamato
principais responsaveis pela excitotoxicidade causando a morte celular
neuronal (CHOI, 1988). Em consonancia com essa hipotese verificou-se que a
toxicidade da valina € revertido na presenca de MK-801, um bloqueador dos
canais especificos NMDA (BAK et al., 2007).

O Aminoéacido de Cadeia Ramificada (BCAA) estimula a sintese
protéica muscular, pois este aminoécido induz hiperfosforilagdo da 4E-BP1,
promovendo a formacdo do complexo elF4F, causando hiperfosforilagdo da
p70°%%. Esses fatos permitem relacionar a resposta anabélica sobre a sintese

protéica muscular induzida pela ingestédo de proteinas, por meio da capacidade
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do mTOR detectar alteragcdes na concentracdo intracelular principalmente da
leucina (SHAH et al., 2000; KIMBALL, JEFFERSON, 2006a; KIMBALL,
JEFFERSON, 2006b;).

Os BCAAs também sdo amplamente utilizados em pacientes com
cirrose, com o objetivo de preservar ou restabelecer a massa muscular e
melhorar a encefalopatia hepatica. Com esta intervencdo ndo ha relatos de
efeitos colaterais, como doencas neurologicas. No entanto, a concentracao
plasmatica de BCAA nestes pacientes sdao menores do que em individuos
normais (SCHULTE-FROHLINDE et al., 2007), assim é questionavel se o
cérebro de pacientes com cirrose podem ser expostos a altos niveis de BCAA.
Uma vez que o0s erros genéticos no metabolismo de BCAA, indicam claramente
que a desregulacdo das vias catabolicas podem resultar em toxicidade para o
SNC.

No que se refere a participagdo da valina dentro do complexo de
aminoacidos presente no BCAA, sabe-se que os aminoacidos (isoleucina,
leucina e valina) comportam-se de forma integrada, porém com sitios de
especificidade. A valina, apds ser captada pela fibra muscular, é rapidamente
submetida a transformacdo em uma cascata bioquimica cuja convergéncia esta
ligada a acdo glicogénica, o que a difere da isoleucina e da leucina que
apresentam um forte potencial cetogénico. Desta forma, as acbes observadas
nos grupos tratados com valina mostram que a manutencdo das condi¢des
metabdlicas prepondera sobre as vias anticatabdlicas (BROSNAN e
BROSNAN, 2006; ROGERO e TIRAPEGUI, 2008;). Os resultados aqui
apresentados da captacao de 2-deoxiglicose, da oxidacdo e da incorporagéo

da glicose no musculo séleo corroboram estes dados da literatura.
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Neste trabalho foi avaliado o perfil bioquimico de ratos tratados com
valina (0,25 mMol/100g) e o complexo de BCAA (0,5 mL/dia) durante 7 dias,
utilizando marcadores para lesbes hepaticos (Aspartato aminotransferase e
Alaminoamino transferase) e marcadores para lesfes renais (Uréia, creatinina
e gamaglutamil transferase), sendo que estes ndao apresentaram toxicidade por
nao diferirem do controle. A dosagem utilizada neste estudo esta dentro dos
padrdes fisioldgicos citados na literatura (MORTIMORE, 1987; BLOMMAART et
al., 1995).

Cabe ressaltar que a acéo da valina, na manutencao das condi¢cbes
metabdlicas, manifestou-se neste trabalho um potencial ativador das vias
citosolicas comprometidas pelo desuso (desnervacado). Este fato associado a
ndo toxicidade reitera sua participacdo na manutencdo do equilibrio
quimiometabdlico das fibras musculares.

Embora este estudo tenha mostrado alteragGes interessantes nas
caracteristicas morfoldégicas e bioquimica em mdusculo desnervados e em
imobilizados, aponta também para vérias limitagdes. O tempo de 7 dias pode
ter sido muito curto para se avaliar efetivamente a toxicidade do BCAA. Aliado
a isto, seria muito importante avaliar alteracdes no peso dos animais, bem
como alteragbes comportamentais, imunologicas e hormonais, na ingesta de
alimentos e agua. Estas consideracdes poderdo ser exploradas em futuros
trabalhos, o que certamente contribuira para maior conhecimento e seguranca

sobre a utilizacao deste recurso.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nas condi¢cdes experimentais deste trabalho a suplementagcdo com
BCAA alterou a morfologia do musculo séleo em todas as condi¢cdes
estudadas, controle, imobilizado, desnervado.

No mausculo séleo controle suplementado com BCAA néao foi
observado alteracdo na seccéo transversa da fibra, no entanto, houve aumento
no tecido conjuntivo.

A suplementagcdo provocou aumento da area de seccado transversa
do musculo séleo tanto no desnervado quanto no imobilizado. Porém, com
relacdo ao tecido conjuntivo observou-se uma reducéo no grupo desnervado e
uma manutencao da mesma porcentagem no imobilizado.

O aminoacido valina na concentracdo administrada ndo gerou
toxicidade hepatica, nem renal.

Houve uma reducdo do peso e das reservas de glicogénio dos
musculos desnervados. Porém, quando suplementados com valina estes
obtiveram um aumento significativo na reserva, mas ndo houve diferenga no
peso do musculo. E quando avaliou-se o conteudo de glicogénio hepatico este
também ndo demonstrou alteracéo.

Na presenca da valina a sensibilidade tecidual a insulina apresentou-
se elevada na captacédo periférica tecidual, e ndo na sensibilidade das células
beta pancreéticas.

Na avaliagdo das dinamicas de captacao e metabolizagdo da glicose
obteve-se elevagdo no musculo tratado com valina, redugdo no musculo

desnervado e aumento no musculo desnervado tratado com valina. Quanto a
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oxidacdo da glicose no musculo houve diferenca, representado por reducao
frente a desnervacdo, por outro lado no musculo desnervado tratado com
valina houve aumento na oxidag&o. J& na incorporacao da glicose nas reservas
glicogénicas, foi observado uma elevacdo na presenca da valina tanto no
musculo normal, quanto desnervado.

Pode-se concluir que este € um recurso que pode ser utilizado em
situacdo de desuso muscular visto também que ndo apresenta toxicidade no

tempo estudado.
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Comissio de Ktica em Experimentacio Animal n® 015/2006

A Comissio de Btica em Bxperimentagio Animal da
Universidade Federal de Sio Carlos — CEEA/UFSCar — na sua 7°. Reunifio, ocorrida
em  20/06//2006, APROVOU o irabalhe intitulade Estudo Metabolico,

morfoméirico & mecinico do miusculo séleo de ratos submetidos 2 imobilizacio
associade 3 estimulacdio elétrica e a tratamentos farmacolégices, elaborade por
ofa. Dra. Maria Luiza Ozores Polacow, procedente da Universidade Metodista de
Piracicaba/Departamento de Fisioterapia. Protocolo CEEA n° 010/2006.

S3o Carlos, 30 de agosto de 2006.

v/ gy,
72 -

Prof. Dr. o Parizotio

Presidente da Comisso de Etica em Experimentagdo Animal

Adendo de 17/02/2009 — APROVA inser¢do dos seguintes protocolos: 1) Desnervagdo

muscular. 2) Suplementagdo com BCAA ou componentes.



