JULIANO MACHADO

s

~

Pd

DEPARTAMENTO DE EDUCACAO FISICA

~

rd

EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO COM B-HIDROXI-B-METILBUTIRATO SOBRE
PARAMETROS ENVOLVIDOS NA ATROFIA MUSCULAR ESQUELETICA
INDUZIDA PELA IMOBILIZACAO EM RATOS

Dissertacdo de Mestrado defendida como
pré-requisito para a obtencdo do titulo de
Mestre em Educacdo Fisica, area de
concentracao, Fisiologia da Performance
no Departamento de Educacdo Fisica,
Setor de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade Federal do Parana.

A

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS

-
2
=
o
5
5
D
-
&
=
&
é
-
)
2
=
£
=
:
D
Qo

CURITIBA
2010

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

UFPR



JULIANO MACHADO

EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO COM B-HIDROXI-B-METILBUTIRATO SOBRE
PARAMETROS ENVOLVIDOS NA ATROFIA MUSCULAR ESQUELETICA
INDUZIDA PELA IMOBILIZACAO EM RATOS

Dissertacdo de Mestrado defendida como
pré-requisito para a obtencdo do titulo de
Mestre em Educacdo Fisica com énfase
em Fisiologia da Performance no
Departamento de Educacéo Fisica, Setor
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Claudio Fernandes



s S+ UFPR

Ministério da Educacgio

_ oL UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA %ioiog icas
Setor de Ciéncias Bioldgicas e, ¥, 59°%, @®*

u F P R Departamento de Educagéo Fisica Q. &

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA a9 Yep® ®og® Sq

TERMO DE APROVACAO

JULIANO MACHADO

“Efeitos da Suplementacdo com B-Hidroxi-B-
Metilbutirato Sobre a Atrofia Muscular
Esquelética Induzida pelo Desuso”

Dissertagio aprovada como requisito parcial para obten¢do do grau de
Mestre em Educagio Fisica— Areade Concentragdo Exercicio e Esporte, Linha de
Pesquisa Fisiologia da Performance, do Departamento de Educacio Fisica do Setor
de Ciéncias Biologicas da Universidade Fed ral do Parand, pela seguinte Banca
Exammadora /

1dio- '«ernandes (@;;\mntador)
Departamento de Educagao Flslca / UFPR(i

Professor Dr Luiz Clat

,.—

Professora-Dra. Antia Raquel Silveira Gomes
Membro Interno

Professor Dr. Luiz Carlos C. N’avegantes
Membro Externo

Curitiba, 13 de Abril de 2010

Campus Jardim Boténico—CEP: 80.215-370 — Curitiba/PR
Telefone: (41) 3362-8745 Fax (41) 3360-4336
wwywy.edf.ufpr.br email: mestrado_edf@ufpr.br  danieldias@ufpr.br




A minha familia e a minha noiva e futura esposa,
Por acreditarem que eu conseguiria, apesar de todos os contratempos.
Dedico.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus.

Agradeco muito aos meus pais Luiz Marcos Machado e especialmente a
minha mae, Rozenilda da Costa Machado (in memorian), por terem me dado tudo
gue um homem precisa, ou seja, carater, forca e dignidade para conquistar as suas
metas e sonhos! Aos meus irmaos, muito obrigado por tudo, mas nao posso de
agradecer em especial minhas irmas Neneca (Silvonete), Luciana e Silvia, vOcés séo
0 meu suporte, obrigado por tudo! AMO MUITO VOCES!

A minha melhor amiga e também minha Unica namorada, noiva, esposa,
amante e companheira Verdnica Bittencourt da Silva. S0 vocé sabe o quanto vocé é
importante em minha vida, na verdade, vocé é minha vida, € minha familia, e minhas
palavras ndo cobrem os sentimentos bons que tenho por ti. Vocé sempre esteve
junto de mim tanto nos momentos mais dificeis, assim como nos melhores da minha
vida, e com certeza, vocé tem uma importante parcela em tudo que sou hoje.
Obrigado por me ajudar até nas correcdes da dissertacdo, como erros de portugués,
citacOes e referencias. Por vocé ser assim, 0s sentimentos bons que tenho por ti
crescem cada vez mais. TE AMO MUITO!

Ao professor Dr. Luiz Claudio Fernandes! Por ter aceitado me orientar mesmo
sabendo que eu nem sabia 0 que era uma pipeta. Vocé € incrivel, e ao assistir a
disciplina de regulacdo de metabolismo intermediario, minha admiracdo cresceu
ainda mais. Obrigado por todos os ensinamentos, profissionalismo, companheirismo,
acessibilidade e amizade. Espero um dia ser um pouco do que VOcé é como pessoa

e pesquisar, e para isto, tenho que trabalhar muito!

Eu tenho muito a agradecer ao Ricardo Key Yamazaki por todos os
ensinamentos. Obrigado pela paciéncia e dedicacdo em me ensinar a realizar um
SDS-PAGE e o western blotting, calcular a concentracdo molar de varios sais para
seus respectivos tampfes ou solugbes, por conversar comigo sobre davidas e

auxiliar-me nas mesmas, etc., vocé foi determinante para que eu chegasse onde



chequei. Nossas conversas sobre o big brother Brasil 10 também foram muito
gratificantes. Vocé é incrivel, e eu quero muito um dia ser um pouco do que vocé é

como pessoa e pesquisador!

Ao Everson Araujo Nunes, por todas as ajudas fornecidas tanto no inicio do
trabalho (antes de vocé ir para a Inglaterra) como nos momentos finais (apds sua
volta da Inglaterra). Somente hoje eu entendo que trabalhar com western blotting
nao é facil, e, que é muito facil inserir inameros objetivos num projeto, dificil é
cumpri-lo, e, que na pesquisa, nem sempre se obtém o que se espera. Valeu mesmo
por sua ajuda, paciéncia, profissionalismo e amizade. Espero um dia ser um pouco

do que vocé como pessoa e pesquisador!

Mas acima de tudo, agradeco muito a todos do laboratério de metabolismo
celular, sem vocés, eu nao teria terminado este mestrado. E quando eu resolvi nos
altimos cinco meses para o término do mestrado mudar de projeto porque estava
decepcionado com os meus resultados, vocés me ajudaram muito. Sendo assim,
ndo posso deixar de cita-los: Gleisson, Everson, Ricardo, Marcelo, Isabela, Gina,
Julia, Dalton e Ricelli, a Kétia, esposa do professor Luiz por ensinar a tirar foto no
microscépio de captura de imagem e a agradeco muito a professora Lucélia Donatti
por ter feito minhas laminas de microscopia eletronica e disponibilizado os materiais

para a otica.

Agradeco muito a professora Dra. Anna Raquel S. Gomes por suas dicas
preciosas sobre o modelo de imobilizagédo, por ter esclarecidos inUmeras duvidas
gue tive sobre este modelo de inducdo de atrofia, e, por aceitar em participar da
banca de minha defesa de mestrado. Eu lhe admiro muito, e espero ser um pouco

do que vocé é!

Agradeco muito ao professor Dr. Luiz Carlos Carvalho Navegantes por ter me
enviado o protocolo de ensaio de proteolise, por ter me recebido muito bem em seu
laboratorio e por aceitar em participar da banca de minha defesa de mestrado. Eu

também Ihe admiro muito, e espero ser um pouco do que vocé é!



Agradeco também ao professor Dr. Jodo Durigan por ter me ensinado pelo
skype e pelo email como analisar a area de seccdo transversa das fibras

musculares, vocé é incrivel!

Agradeco ao secretario Daniel Dias e ao programa de pds graduacdo de
mestrado e doutorado em Educacao Fisica da UFPR por tudo!

Ao pessoal do biotério da UFPR, por sempre nos ajudar em tudo que

precisavamos, e, aos ratos por contribuirem diretamente com esta pesquisa.

Agradeco a todos os meus amigos e companheiros tanto da minha cidade
como do mestrado e da republica que eu moro! Porém, n&o citarei nomes, pois se
fizer, eu n&o terei dinheiro suficiente para imprimir a dissertagcéo. E se eu me esqueci

de alguém, desculpem-me, eu agradeco pessoalmente!

E por fim ao CNPq, por toda a ajuda financeira fornecida. Isto foi determinante
para o término deste mestrado. Também foi determinante para fazer-me sair de uma
vida de miojo e salsicha, para bolachinha recheada, salgadinho, refrigerante, pagar o
aluguel e etc.!



SUMARIO
RESUMO ..o eeeeeeeeeeeeeee ettt ettt et et et e e et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et e e et et ee e et aeereeeeas Vi
AB STRACT .ottt ettt ettt et et et et eeeseeee et eeeeeeeeesee et eseseeeseses et es et es et eteseseseseeeseseseeereaeeenes iX
1. INTRODUGAO ...ttt 1
0 @12 | = A VL@ Y 1 = = T 3
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ...t ettt ettt ettt e e e 3
1.3 HIPOTESES. ... oottt ettt ettt et ettt ettt e ettt et et e et et e e e et et enateeeees 3
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt es et s enenenenenenes 4

2.1 PLASTICIDADE MUSCULAR ESQUELETICA 4
2.2 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NA ATROFIA MUSCULAR INDUZIDA

PELO DESUSO.... .ottt sttt st taasaesa et e e testesaesnesteeneanaenaeneenes 5
2.2.1  Via de proteolitica dependente das catepsinas ..........ccccecceeveevvereiieieennns 6
2.2.2  Via proteolitica das calpainas dependentes de Ca® .........cccovcvecvrvernne. 6
2.2.3  Via proteolitica dependente das Caspases........cccocerereererereneseneeiesennnns 7
2.2.4  Via Proteolitica dependente do proteassoma.........ccccecveveeeeieeriesieeseennens 8

2.3 TRANSDUCAO DE SINAL E PROTEOLISE NA ATROFIA MUSCULAR.......... 9
2.3.1 Relacéo entre a via da PI3K-Akt e FoxO na Atrofia Muscular ................. 9
2.3.2 NF-kB como Molécula de Sinalizagdo na Atrofia Muscular .................... 10

2.4 EFEITOS METABOLICOS DA ATROFIA MUSCULAR PELO DESUSO......... 12
24.1 Efeitos da Atrofia Muscular Induzida pelo Desuso sobre a Sinalizacao
(o = 1 15U 11 = SR 13

2.5 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NA MUSCULATURA

ESQUELETICA. ..ottt ettt 13
2.5.1 O Estresse Oxidativo Ativa a Sinalizacao pela MAPK............cccccceeenee. 14
2.5.2  Ativacdo da Via de Sinalizacdo Dependente da ERK no Estresse
(@ ([0 = 11 1o S 15
2.5.3 Regulacdo Redox da Sinalizacdo do NF-KB ...........cccccccovveviiicieeic e, 15

2.6 MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES QUE REGULAM A

SINTESE PROTEICA. ...ttt sttt 16
2.6.1 Passo 1: Formacgdo do Complexo de Pré-iniciagdo 43S Dependente do
L= | R S 16
2.6.2 Passo 2: Reconhecimento da Estrutura m’GTP RNAm “Cap”
dependente dO EIF4 .........o e e 18
2.6.3 Formacéo do Complexo elF4F Fosforilagdo-dependente....................... 20

2.7 ADAPTACAO DA MUSCULATURA ESQUELETICA A AUMENTADA

SOBRECARGA . ...ttt sttt st et et et e st e st e s te et e e beeseese et et e testenrenaenreas 22

2.8 EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM B-HIDROXI-B-METILBUTIRATO NA

MUSCULATURA ESQUELETICA . .......ooiietieeeeeeeeeeeeeeeevesiese s enessesesses s sessnennens 24

2.8.1 Efeitos sobre a Sintese Protéica atraves da Suplementa¢do com Leucina.....24

2.8.2 Efeitos anti-proteolitico através da Suplementacdo com Leucina.................... 26

2.8.3 Metabolismo da Leucina e Produgao de B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB)........ 27

2.8.4 Doses Utilizadas, Seguranca e Efeitos ADVEIS0S..........cccovvviriiieienie e 29

2.8.5 Cinética ap0S @ INGESTAD. ......ccciiiiiiieiee e 30

2.8.6 Efeitos da Suplementagdo com HMB sobre a Sinalizacéao Intracelular............. 31

2.8.7 B-hidroxi-B-metilbutirato e Atrofia Muscular induzida pelo Desuso.................... 33

3 MATERIAIS E METODOS .......oiieieeeeeee et esiess s, 35

3.1 REAGENTES, ENZIMAS E SOLUCOES........cccoosieeeeeeeeeeeresee s 35

3.2 ANIMALIS ...ttt ettt Ee bR ettt st b e renreeneenean 35

3.3 MODELO EXPERIMENTAL. ...t 37



3.4 PESAGEM DOS ANIMAIS E DO SOLEO.......coioiiieeeeieeeeeeeeeee e 39
3.5 SUPLEMENTACAO COM HMB.......coooieiieeerceieeieeseeeeiesesess s 39
3.6 ORTOTANASIA DOS ANIMAIS E RETIRADA DOS MUSCULOS PARA
ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA........coooiiiiiieceeiereves s 40
3.7 METODOLOGIA ANALISE DO CONTEUDO PROTEICO.......cc.cccovvrreimrrrrirennne, 41
3.7.1  Quantificacdo protéica para as analises da sintese protéica................. 41
3.7.2  Separacao eletroforética das proteinas ..........ccccccevereiiineinincicieeeens 42
I T VAV L1y (=T ¢ 0 0 ] (0] 1] o TS 42
3.8 METODOLOGIA PARA AS ANALISES HISTOLOGICAS DOS MUSCULOS.43
3.8.1 MICIOSCOPIA A€ [UZ ... 43
3.8.2 Microscopia eletronica de tranSMISSA0 .........ccccvvereerieiieeiienenee e 45
3.9 METODOLOGIAS PARA AS ANALISES BIOQUIMICAS E METABOLICAS
....................................................................................................................................... 45
3.9.1 Avaliacdo da taxa de protedlise total para os animais submetidos a
IMODIliIZAGAO dE SELE TIAS ......cviieieiiieeie e 46
3.9.2 Avaliacdo da taxa de protedlise total para os animais submetidos ao jejum
B A8 NOTAS ... et e et ae e 48
3.9.3 Peroxidacao lipidica da musculatura esquelética.............ccccevvvvvereveiesnsieeeenen 49
3.9.3.1 Quantificacdo protéica para a dosagem de lipoperoxidos da
MUSCUIALUIA @SQUEIBTICA ........coveiiiieieieseiees e 51
3.9.4  Producgao de lactato em meio de iNCUbAGAO0 ...........ccevvvvereieieni i 51
4 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 54
5 RESULTADOS......o ottt sttt st et ne et se e s nre e 55
51 MENSURACAO DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS ENTRE O INICIO E
O FINAL DO PERIODO EXPERIMENTAL ....coeviviveiieetieieseeeeesessse s senensens 55
52 PESO DO SOLEO DOS ANIMAIS ...ttt 56
53 RELACAO ENTRE O PESO DO SOLEO PELA MASSA CORPORAL TOTAL
DOS ANIMAIS ...ttt b st et e st e be st et eseebesteseasesre e 57
5.4 AREA DE SECCAO TRANSVERSA DAS FIBRAS MUSCULARES
ESQUELETICAS.....ccoovoteeeeeteeee et ee et enes st ss st a st st se s sanen s 57
5.5 ANALISE ULTRAESTRUTURAL DAS FIBRAS MUSCULARES
ESQUELETICAS ..ottt ettt an et n et enen s 59
56 PROTEOLISE TOTAL DOS MUSCULOS IMOBILIZADOS.........ccccocovvrriernrens 63
5.7 PROTEOLISE TOTAL DOS MUSCULOS DOS ANIMAIS EM JEJUM.................. 64
5.8 PEROXIDAQAO LIPIDICA DA MUSCULATURA ESQUELETICA.................... 66
5.9 EXPRESSAO PROTEICA DA SUBUNIDADE p65 DO NF-KB........cccocovvevivriennnen. 67
5.10 PRODUC}AO DE LACTATO DA MUSCULATURA ESQUELETICA EM MEIO
DE INCUBAGAO. ......ooeeeeeeceteeeeetee e ee sttt se s s s s san e aanannes 68
B.  DISCUSSAD ..ottt 69
7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS .....coovveieeveeeee e, 82
8. CONCLUSAOQ ..ottt 83
9. REFERENCIAS ......ooiiieie ettt 84



LISTA DE ABREVIATURAS

AIDS - sindrome da imunodeficiéncia;

AKT — proteina quinase B;

AP-1 — proteina ativadora 1;

Bak — Bcl-2 homologous antagonist/killer;

Bax — proteina X associada a Bcl-2;

Bcl-2 — B-cell ymphoma 2;

BCAAT — transaminase de aminoécido de cadeia ramificada;
BCKD - desidrogenase de alfa-cetoisocaproato;
C2C12 - linhagem de célula mioblastica de camundongos;
CaHMB - célcio hidroximetilbutirico;

CaCOg3 — carbonato de calcio;

DPOC - doenca obstrutiva pulmonar cronica;

E1l — enzima ativante da ubiquitina;

E2 — enzima conjugante de ubiquitina;

E3 — enzima ligante de ubiquitina;

elF — fator de iniciacéo eucariético;

eEF — fator de alongacéo eucariético;

eEF2K — proteina quinase do eEF2;

ERK — proteina quinase ativada por estresse extra-celular ou
EROs — espécies reativas de oxigénio;

EGF - fator de crescimento epidermal;

FAD — flavina adenina dinucleotideos;

FADH — FAD na forma reduzida;

FoxO — forkhead box O;

GCNZ2 — proteina quinase 4 do elF2-alfa;

GLUT-4 — transportador de glucose 4;

H.O, — peroxido de hidrogénio;

HMB — beta-hidroxi-beta-metilbutirato;

HMG-CoA — beta-hidroxi-beta-metilglutaril CoA,;

IGF-1 — fator de crscimento semelhante a insulina 1;
IGF-1Ea — isoforma do IGF-1Ea secretada pelo figado;

MAPK;



IGF-R1 — receptor de IGF-1;

IKB — proteina inibidora do NF-kB;

IKK — proteina quinase do IKB;

IR-beta — subunidade veta do receptor de insulina;
IRS-1 substrato do receptor de insulina 1- ;

JNK — c-Jun NHz-terminal;

KIC/CIC — alfa-cetoisocaproato;

KICD - dioxigenase do KIC;

LDH — enzima lactato desidrogenase;

MAPK — proteina quinase ativada por mitdgeno;
MuRF1 — muscle-specific Ring finger -1;

MAFbx — muscle atrophy F-box, atrogin-1 ou atrogina-1;
MIKK — IKK especifica do Musculo esquelético;
MGF — fator de crescimento mecéanico;

MyoD — proteina da familia dos fatores regulatorios miogenicos;
MTOR - alvo da rapamicina de mamiferos;

P13k — fosfatidilinolitol 3 quinase;

MHC — cadeia pesada de miosina,

NAD — nicotinamida adenina dinucleotideo;

NADH — NAD na forma reduzina;

NO — 6xido nitrico;

NF-kB — fator nuclear kappa B;

PKR — proteina quinase do RNA de dupla fita;
PDGF - fator de crescimento derivado das plaqueta;
PKC — proteina quinase C;

PIF — fator indutor de protedlise;

RNA — acido ribonucléico;

RNAmM — RNA mensageiro;

tRNA — RNA transportador;

TGF — fator de crescimento transformador;

TNF-alfa — fator de necrose tumoral;



LISTA ILUSTRACOES

FIGURA 1 — Passo 1 da fase de iniciacdo da traducdo de RNAm eucariotico........... 17
FIGURA 2 — Passo 2 da via de iniciagdo da tradu¢cdo do RNAm eucaridtico ............. 19
FIGURA 3 — Estrutura esquematica e regulagéo do elF4E e 4E-BP1 ..............c.......... 20
FIGURA 4 — Via de iniciacdo da traducdo nas células dos mamiferos. Ligacdo do ..21
FIGURA 5 — Cascata de sinalizagéo ativada pelo IGF-1/PI3K/AKt .........c.ccocevvrvninnnne. 23
FIGURA 6 — Eventos de sinalizacao na estimulacéo na iniciacao da traducao pela

L=TU ol o - TSP RSPOR PP TURURPRPRIN 25

FIGURA 7 — Visao geral do metabolismo da leucina, a-cetoisocaproato e do HMB .27
FIGURA 8 — Efeito inibitério do HMB sobre as vias responsaveis pela protedlise em
Células musculares eSQUEIETICAS. ..........cceiieii e 33
FIGURA 9 — Contribuicéo relativa da taxa de sintese e de degradacéo de proteinas
miofibrilares de um musculo s6leo de animal submetido a suspensao da cauda ......36
FIGURA 10 — Procedimentos de imobilizacdo da pata posterior esquerda do rato...38

FIGURA 11 — Representacao esquematica da distribuicdo dos grupos...........cccc....... 39
FIGURA 12 — Processo de isolamento do muUsculo SOI€0. ...........ccceveverennienciesienen, 41
FIGURA 13 — Representacdo esquematica da reducéo dos hidroperoxidos lipidicos
em hidroxidos lipidicos catalisado pela trifinilfosfina (TPP). ... 49
FIGURA 14 — Representacdo esquematica da oxidacdo dos Fe?* pelos
hidroperoXidos (X-OOH). ..o 50

FIGURA 15 — Massa corporal total dos animais submetidos ao procedimento de
imobilizacédo da pata posterior esquerda, no inicio (dia 0) e ao final de 7 dias de

suplementag¢do ou ndo (Controle - C) oM HMB.........ccoocoiiiiiiiiiiiceee s 55
FIGURA 16 — Peso dos musculos séleo dos animais ao final do periodo
EXPEIMENTA ...ttt bbbt bbbt 56
FIGURA 17 — Peso dos musculos séleo corrigido pela massa corporal dos animais
ao final do periodo experimental ... e 57

FIGURA 18 — Area de seccéo transversa das fibras musculares dos musculos séleo
obtidos dos animais controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado HMB e pata

imobilizada e suplementados COmM HMB ...........ccoiiiiiiii e 58
FIGURA 19 — Micrografia eletronica de transmisséo, da secc¢éo longitudinal
miofibrilar do musculo soleo obtido dOS aNIMAIS. .........cccoveriiiiini s 60
FIGURA 20 — Micrografia eletrbnica de transmisséo da seccéo transversal do
MUSCUlO SOIe0 0btidO dOS ANIMAIS. .....cveiiieiececc e 62

FIGURA 21 — Determinacédo da protedlise muscular, ao final de 120 minutos de
incubacdo, mensurada pela liberacao de tirosina dos musculos séleos obtidos dos
animais dos grupos controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementados com HMB
(HMB) e, pata imobilizada e suplementados com HMB (Imob-HMB)...........c.ccccocue.e. 63
FIGURA 22 — Determinacéao protedlise total, pela liberacéo de tirosina, pelos
musculos séleos, obtidos dos animais alimentados, submetidos a um jejum de dois
dias suplementados com HMB (Jejum+HMB) ou o veiculo (Jejum+CaCQO3).............. 64
FIGURA 23 — Determinacao protedlise total, pela liberacéo de tirosina, pelos
musculos EDL, obtidos dos animais alimentados, submetidos a um jejum de dois
dias suplementados com HMB (Jejum+HMB) ou o veiculo (Jejum+CaCQO3).............. 65



Vi

FIGURA 24 — Peroxidacéao lipidica nos musculos séleos obtidos dos animais
controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado com HMB e, pata imobilizada
suplementados com HMB (IMODB-HMB). ......cccoiiiiiiie e 66
FIGURA 25 — Expressao protéica da subunidade p65 do NF-kB em unidades
arbitrarias (U.A.), nos musculos soéleos obtidos dos animais controle (C), pata
imobilizada (Imob), suplementado com HMB e, pata imobilizada suplementados com
HMB (IMOB-HMB) ..ottt 67
FIGURA 26 — Producéo de lactato pelo musculo séleo incubado obtido dos animais
dos grupos controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado com HMB e, pata
imobilizada suplementados COm HMB ... 68
FIGURA 27 — Vias que controlam simultaneamente a hipertrofia e a atrofia muscular
ESGUEIBTICA. ...ttt b ettt bbb b et b e ettt et s 69
FIGURA 28 — Taxa de sintese e degradacao estimada no séleo a partir do modelo
de SUSPENSA0 AA CAUTAL. .....c.eeviiiiiiiiieeeee et et 74
FIGURA 29 — llustracao das potencias fontes de producédo de EROs na musculatura
LT [0 1] 1= 1= OSSO 78



vii

RESUMO

O treinamento resistido e o suporte nutricional estimulam a hipertrofia muscular.
Inversamente, o repouso no leito, imobilizagdo do membro, microgravidade, leséo da
medula espinhal, lesdo periférica, lesdo tendinea, entre outros estimulos, resultam
em atrofia muscular. A atrofia muscular pode surgir de situacées como: elevacao da
protedlise, diminuicdo da sintese protéica ou ambas. A suplementagdo com [3-
hidroxi-B-metilbutirato (HMB), tem sido utilizada como medida anti-catabodlica, em
situacdes desde caquexia até lesGes musculares induzidas pelo exercicio. Diante
disto, este estudo objetivou verificar quais os efeitos da suplementacdo com HMB
sobre a atrofia muscular induzida pela imobilizacdo da pata posterior esquerda em
posicdo de encurtamento de ratos Wistar, durante um periodo de sete dias. Foram
realizadas as seguintes analises: massa corporal total; peso do séleo; area de secao
transversa das fibras musculares do soleo; andlise ultra-estrutural dos sarcémeros
das fibras musculares do séleo; protedlise total pela liberacdo de tirosina do musculo
em meio de incubacdo; peroxidacdo lipidica; expressdo protéica do NF-kB e
producdo basal de lactato no meio de incubagcdo. Os animais foram submetidos a
imobilizacdo da pata posterior esquerda em posi¢cdo de encurtamento durante sete
dias, divididos em dois grupos (HMB e placebo — CaCOQO3), e, suplementados por
gavagem com 76 mg.kg."d* de HMB ou CaCOs. Foi verificado ao sétimo dia que a
imobilizacdo da pata posterior diminuiu a massa corporal total, o peso do séleo, area
de seccdo transversa das fibras musculares do sbleo e causou lesdes nos
sarcbmeros das fibras musculares do s6leo em comparagdo aos dos musculos ndo
imobilizados. Contudo, a suplementacdo com HMB né&o foi capaz de alterar estes
pardmetros envolvidos na atrofia muscular em comparacdo ao placebo.
Diferentemente do que se esperava, 0s musculos atrofiados néo elevaram a taxa de
protedlise em comparac¢do a dos musculos contra-lateral controles. A expressao do
NF-KB n&o alterou nos musculos sujeitos a imobilizagdo ou controles de ambos os
grupos. A producéo de lipoperoxidos, e a producédo basal de lactato do séleo em
meio de incubacdo elevaram-se nos musculos atrofiados em comparacdo a dos
contra-lateral, porém, a suplementacdo com HMB ndo alterou estes parametros.
Diante destes resultados, conclui-se que a suplementacdo com HMB néo foi capaz

de alterar a atrofia muscular induzida pela imobilizacdo, nem os parametros
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envolvidos na atrofia muscular induzida pela imobilizacdo. A falta de elevacdo na
protedlise total dos musculos imobilizados em comparacdo aos controles, é uma
indicativa de que os musculos imobilizados estdo se atrofiando devido a uma

diminuicao da sintese protéica ao invés de um aumento na proteélise no sétimo dia.

Palavras-chave: HMB, atrofia muscular, imobilizagéo, desuso.



ABSTRACT

Resistance training and nutritional support have been used to stimulate muscle
hypertrophy. Conversely, bed rest, limb immobilization, microgravity, spinal cord
injury, peripheral injury, tendon injury, and other stimuli result in muscle atrophy.
Muscle atrophy can arise from situations such as: increased proteolysis, decreased
protein synthesis, or both. Supplementation with B-hydroxy-B-methylbutyrate (HMB)
has been used as anti-catabolic agent in situations leading to cachexia and also to
muscle damage induced by exercise. This study aimed to assess the effects of HMB
supplementation on muscle atrophy induced by immobilization of the hindlimb in a
shortened position of rats over a period of seven days. We measured the followed:
total body mass, soleus muscle weight, cross-sectional area of soleus muscle fibers,
ultra-structural analysis of the sarcomeres of muscle fibers of the soleus, overall
proteolysis by the release of tyrosine from muscle incubation, peroxidation lipid,
protein expression of NF-kB and, basal production of lactate by the muscle. The
animals were subjected to immobilization of the left hindlimb in a shortened position
for seven days, and divided into two groups (HMB and placebo — CaCO3), and
supplemented by gavage with 76 mg.kg.*d* of HMB or CaCOs;. We found that
immobilization of the hindlimb reduced the total body mass, tweight of the soleus,
cross-sectional area of muscle fibers of the soleus and caused damage to the
sarcomeres of muscle fibers in soleus muscles when compared to non-
immobilized. Supplementation with HMB was not able to change these
parameters. Unlike what was expected, muscles atrophy did not increase the rate of
proteolysis when compared to the contralateral muscles which were the control ones.
The expression of NF-KB was not altered in muscle from immobilized or controls of
both groups. The production of lipidperoxide and basal production of lactate in the
soleus incubated increased in the muscles atrophied when compared to the
contralateral side. Again, HMB supplementation did not alter these parameters. In
summary supplementation with HMB was not able to reversal the skeletal muscle
atrophy induced by immobilization, or the parameters involved in muscle atrophy
induced by immobilization. The lack of increase in total proteolysis of the immobilized
muscles compared to controls, is indicative of the immobilized muscle are atrophying



due to a decrease in protein synthesis rather than an increase in proteolysis in the
seventh day.

Key words: HMB, muscular atrophy, immobilization, disuse.



1. INTRODUCAO

A musculatura esquelética € um tecido altamente plastico capaz de alterar
suas propriedades funcionais e bioquimicas de acordo com as alteracbes as quais
ele é submetido.

E bem estabelecido que a sobrecarga cronica induzida pelo exercicio resistido
ou alongamento da musculatura esquelética resultam em alteracGes fenotipicas e
morfolégicas. Estas alteracfes resultam em aumento do conteudo protéico
intracelular e pode aumentar a capacidade de gerar forca (ADAMS, et al., 2004;
ISHIHARA, et al., 1998; SOARES, et al., 2007). Muitas destas alteragdes estdo muito
bem estabelecidas, principalmente as relacionadas a sintese protéica (HERSHEY,
1991), no entanto, os mecanismos e o0s ativadores moleculares por tras desses
processos estdo comecgando a serem mais bem estudados e entendidos.

A perda de massa muscular esquelética € um fendmeno muito comum
presentes em condi¢cBes patolégicas como o cancer, sepse e diabetes mellitus, e
dependendo do estado do individuo, estas condicdes podem levar a caquexia e
também ao o6bito. Por outro lado, condigdes como diminuidos padrdes habituais de
atividade fisica, repouso no leito, imobilizacdo de membros, desnervagdo muscular e
exposicdo a microgravidade ou auséncia de sobrecarga também levam a atrofia
muscular (JACKMAN; KANDARIAN, 2004). A perda de tecido muscular esquelético
provocada por estas condicdes € um fenbmeno conhecido como atrofia muscular
induzida pelo desuso, onde as consequéncias funcionais e morfoldégicas comuns sao:
diminuida area de seccdo transversa da fibra muscular e do contetddo protéico,
reduzida producdo de forca e poténcia, e por fim, aumentadas fatigabilidade e
resisténcia a insulina (PAVY-LE, et al., 2007).

O desuso da musculatura esquelética, devido a diminuicdo da sobrecarga
imposta, leva ao decréscimo na taxa de sintese protéica e ao aumento na taxa de
degradacédo protéica (BAAR, et al., 2006; JACKMAN; KANDARIAN, 2004), No
entanto as moléculas e processos envolvidos na atrofia muscular sdo pouco
conhecidos.

Atualmente, tem-se verificado que muitos agentes estdo envolvidos com a

atrofia muscular, e as utilizagbes de abordagens que atenuem o processo poderiam



ter importante impacto sobre a saude e qualidade de vida do individuo que esteja
numa condig&o de atrofia muscular.

Um metabdlito do aminoacido essencial leucina, conhecido como B-hidroxi-f3-
metilbutirato (HMB), tem mostrado ser capaz de atenuar a perda de massa muscular
no cancer (MAY, et al.,, 2002), na sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
(CLARK, et al., 2000) e na idade avancada (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN,
2001). Na atrofia muscular induzida pelo cancer, o HMB foi mostrado ser capaz de
atenuar a depressdo da sintese protéica assim como reprimir 0 aumento da
degradacdo protéica (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005). No entanto, ainda néo foi
descrito o seu papel em musculos submetidos a atrofia induzida pela imobilizac&o.

Diante das citacdes descritas acima sobre os efeitos da suplementacdo com
HMB sobre condicfes catabolicas que levam a atrofia muscular esquelética, pode-se
esperar que a suplementacdo com HMB, venha exercer efeitos fisiolégicos positivos
sobre a atrofia muscular esquelética induzida pela imobilizagdo da pata posterior

esquerda em posicdo de encurtamento durante um periodo de sete dias.



1.1 OBJETIVO GERAL
Este estudo teve como objetivo principal analisar os efeitos da suplementacéo
com [B-hidroxi-B-metilbutirato sobre os parametros envolvidos na atrofia muscular
esquelética induzida pelo desuso através da imobilizacdo unilateral da pata posterior
esquerda em posi¢cdo encurtamento de ratos da linhagem Wistar.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar este objetivo, foram analisados os seguintes parametros:

o Massa corporal total e peso do musculo séleo;

o Area de seccéo transversa do soleo;

o Andlise ultra-estrutural do soleo;

o Expressédo protéica da subunidade do fator nuclear kappa B (NF-kB);
o Protedlise total;

o Lipoperoxidacdo da musculatura esquelética; e

o Producao de lactato do musculo.

1.3 HIPOTESES

o Ho — A suplementagdo com HMB nédo atenuara a atrofia muscular induzida
pelo desuso e os mecanismos envolvidos na atrofia,;
o H; — A suplementagdo com HMB atenuara a atrofia muscular induzida pelo

desuso e os mecanismos envolvidos na atrofia;



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLASTICIDADE MUSCULAR ESQUELETICA

A musculatura esquelética é composta de uma heterogeneidade de fibras
musculares, as quais diferem em sua capacidade fisiologica e metabdlica. Esta
diversidade permite que diferentes grupos musculares desempenhem uma variedade
de propriedades funcionais. Em resposta alteragdes as quais a musculatura
esquelética é submetida, esta se remodela por meio da ativacdo das vias de
sinalizacdo que reprogramam a expressdo génica para sustentar a performance
muscular.

Estudos que utilizam o exercicio, estimulacdo elétrica, modelos de animais
transgénicos, estados de doencas e microgravidade, tanto pela suspenséao da pata
posterior como pela exposicdo a uma situacdo chamada de bed rest (repouso total)
mostram alteracdes na expressdo génica, mudanca nas transicbes de fibras
musculares em respostas as demandas funcionais (BASSEL-DUBY; OLSON, 2006).

A musculatura esquelética tém importante capacidade de se ajustar aos
diferentes estimulos. A sobrecarga mecanica resulta em crescimento radial da
musculatura esquelética por meio da adicdo de sarcémeros em paralelo (GLASS,
2005; TSIKA, et al.,, 1987), enquanto o alongamento pode levar a adicdo de
sarcOmeros em série, resultando em crescimento longitudinal, especialmente nos
musculos soéleos, devido a sua posi¢do anatémica (GRIFFIN, et al., 1971).

Vias de sinalizacdo dependente do calcio, co-ativadores e co-repressores
transcricionais, e, inimeros fatores de transcricdo também tém mostrado estar
envolvidos no remodelamento muscular esquelética (BASSEL-DUBY; OLSON,
2006). Um maior entendimento dos mecanismos envolvidos na modulacdo dos
fendtipos musculos esqueléticos pode auxiliar no desenvolvimento de novas medidas
terapéuticas para melhorar situacdes catabdlicas e metabdlicas encontradas em
doencas neuromusculares, diabetes, céncer, desuso e performance muscular

esquelética.



2.2 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NA ATROFIA MUSCULAR
INDUZIDA PELO DESUSO

E bem estabelecido que o desuso da musculatura esquelética decorrente da
baixa sobrecarga resulte em decréscimo na taxa de sintese protéica e aumento na
taxa de degradacdo protéica (BAAR, et al., 2006; LOUGHNA, et al., 1986;
JACKMAN; KANDARIAN, 2004). Sabe-se que na sintese protéica ocorre a traducéo
de um acido ribonucléico mensageiro (RNAm) a proteinas, nas fases de iniciacéo,
alongacdo e terminacdo (KIMBALL; JEFFERSON, 2001), no entanto, a atrofia
muscular induzida pelo desuso parece influenciar negativamente a iniciacao
traducional (JACKMAN; KANDARIAN, 2004).

A quantidade total do repressor traducional, proteina de ligacdo-1 do fator de
iniciacdo eucariético 4E (4E-BP-1), ligado ao fator de iniciacdo eucariotico 4E
(elF4E), é aumentada em 14 dias de baixa sobrecarga imposta sobre o muasculo
gastrocnémio de ratos, o que sugere um envolvimento no decréscimo da taxa
traducional observada na atrofia induzida pelo desuso (BODINE, et al.,, 2001).
Consistente com este achado, outro estudo também demonstrou que a atrofia
muscular induzida pelo desuso leva a um marcado aumento no RNAm da proteina
inibitéria da iniciacdo da traducéo, a 4E-BP-1 (STEVENSON, et al., 2003). Além do
mais, tem-se mostrado que o RNAm da proteina quinase do fator de alongacéo
eucariotico-2 (eEF2K), um outro inibidor da sintese protéica, é auto-regulado em
quatro dias de inducao da atrofia pelo desuso, alcangcando um pico de cinco vezes
nos valores basais em sete dias (STEVENSON, et al., 2003). A fosforilagéo do fator
de iniciagdo eucarittico-2 (eEF2) pelo eEF2K resulta em redugdo global na
biogénese ribossomal (WANG et al., 2006). Portanto, aumento na expressao do
eEF2K, poderia levar a decréscimo na capacidade de sintetizar proteina no musculo
em estado de baixa sobrecarga ou de inatividade, mostrando que no desuso, a
atrofia muscular parece ocorrer também pela diminuicdo da sintese protéica.

Existem quatro vias proteoliticas conhecidas que levam a atrofia muscular: a
via de sinalizacdo das catepsinas ou lisossomais; das calpainas dependentes de
calcio (Ca®?'); das caspases e da ubiquitina proteassoma ATP-dependente
(JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN; STEVENSON, 2002; KANDARIAN;
JACKMAN, 2006).



2.2.1 Via de proteolitica dependente das catepsinas

Os lisossomos sdo organelas encapsuladas que contém grande numero de
proteases conhecidas como catepsinas B, D, H e L, assim como outras hidrolases
acidas. Tem-se mostrado que nove dias de suspensao da pata posterior resulta em
perda de massa muscular no so6leo dos ratos submetidos a esta condi¢éo, devido a
acentuada protedlise (TAILLANDIER, et al., 1996).

Mensuragdes “in vitro” mostraram que a atividade das catepsinas B, B+L e
calpaina-m aumentaram em 111%, 92% 180% respectivamente, juntamente com
elevada concentracdo do RNAmM destas proteases (TAILLANDIER, et al., 1996). No
entanto, quando esta via é comparada com a via proteolitica dependente de Ca*, a
via lisossomal conta somente com 9% da taxa de protedlise total, e com a metade
da protedlise induzida pela via das calpainas (TAILLANDIER, et al., 1996). Estas
observacbes sao consistentes com a atual visdo de que as catepsinas néao
degradam proteinas citosolicas, como as proteinas miofibrilares. Ao invés disso, seu
maior papel esta na degradacdo de proteinas de membrana tais como receptores,
canais de ions, transportadores (JACKMAN; KANDARIAN, 2004).

Recentemente foi demonstrado que a protedlise dependente da
autofagia/lisossomal apresenta mecanismos mais complexos, apos as analises em
musculos de ratos atrofiados devido a desnervacdo (ZHAO, et al., 2008). Foi
relatado que ha uma diminuida atividade da via de sinalizacdo do IGF-1/PI3K/Akt e
uma aumentada autofagia por meio do fator de transcricdo FoxO3, e uma regulagéo
coordenada entre os sistemas proteassomal e lisossomal (ZHAO, et al., 2008). Estas
evidéncias nos mostram o quanto os mecanismos indutores de atrofia operam
harmonicamente um com 0 outro e 0 quanto € importante um maior conhecimento
de como estes mecanismos operam, para entrar com uma medida que evite ou

atenue esta condicao.

2.2.2 Via proteolitica das calpainas dependentes de Ca?*

As calpainas fazem parte de uma grande familia de proteases cisteinas
dependentes de Ca®*. As fibras musculares esqueléticas contém as calpainas-1 e -2,
e uma calpaina especifica do musculo conhecida como calpaina -3 ou p94 (GOLL, et

al., 2003). Pouco se sabe sobre os precisos papéis das calpainas na regulacao



normal da musculatura esquelética, embora provavelmente elas estejam envolvidas
na organizacao do citoesqueleto, ciclo celular e apoptose (GOLL, et al., 2003).

O aumento nas concentracdes de Ca®" intracelulares pode ativar as calpainas
concentradas no disco-Z (KANDARIAN; STEVENSON, 2002), e aumentar a
protedlise muscular. Tem-se se demonstrado que as calpainas degradam proteinas
como a fodrina, nebulina (VERMAELEN, et al., 2007), titina, proteina-C, vinculina
entre outras, as quais sdo conhecidas substratos das calpainas (JACKAMN;
KANDARIAN, 2004). Assim, a clivagem da titina, proteina que mantém o
alinhamento do sarcomero, permite a liberacdo das miofibrilas para serem
ubiquitinadas e subsequentemente degradadas no proteassoma (KANDARIAN;
STEVENSON, 2002), pois o proteassoma ndo € capaz de degradar proteinas
intactas. Foi mostrado em ratos, com a pata posterior imobilizada, que as calpainas-
1 e -2, estdo envolvidas no desenvolvimento da atrofia de muasculos com a
caracteristica predominantemente oxidativa, e que, existe uma diferenca nas vias
proteoliticas entre os musculos predominantemente lentos e rapidos (VERMAELEN,
et al., 2007).

2.2.3 Via proteolitica dependente das Caspases

As caspases constituem um grupo de familia de proteases de cisteina
(peptidases que usam um residuo de cisteina como nucledfilo catalitico) com a
capacidade para clivar proteinas alvos nos sitios préximos ao residuo de &cido
aspartico. As caspases estao envolvidas na apoptose ou morte celular programada,
a qual é essencial para o desenvolvimento embrionario e de muitas patologias
(LEEUWENBURGH, et al., 2005).

A ativacdo da caspase-3 por meio da conexdo entre a via de sinalizacdo da
PI3K/Akt e ativacdo das vias proteoliticas tém importante papel na atrofia muscular
induzida por doengas como o cancer e o diabetes (BELIZARIO, et al., 2001, DU, et
al., 2004).

Sabe-se que o0 sistema proteolitico ubiquitina proteassoma é capaz de
degradar mondémeros de actina ou miosina, no entanto, este sistema nao € capaz de
guebrar os complexos actomiosina intactos (KANDARIAN; JACKMAN, 2006). Neste
sentido, as caspases podem ter acdes similares as calpainas em tornar as proteinas
miofibrilares disponiveis para a ubiquitinacdo (JACKMAN; KANDARIAN, 2004).



Assim, foi mostrado que o tratamento dos complexos de actomiosina sollveis da
musculatura esquelética de ratos diabéticos com caspase-3 recombinante, levava a
uma acentuada proteolise, entretanto, este efeito foi reduzido apds o tratamento com
um inibidor de caspase-3 (DU, et al., 2004). Embora estudos prévios tenham
buscado investigar e elucidar os mecanismos das caspases, ndo ha evidéncias

mostrando o seu papel na atrofia muscular induzida pelo desuso.

2.2.4 Via Proteolitica dependente do proteassoma

O proteassoma 26S é um grande complexo multiprotéico que consiste do
centro proteolitico 20S e de dois “anéis” o 19S, o qual é responsavel pela
degradacdo das proteinas ubiquitinadas (JACKMAN; KANDARIAN, 2004). A
degradacdo da maioria das proteinas miofibrilares decorrente da atrofia ocorre no
proteassoma, e o0 processo de ubiquitinacdo envolve a cooperativa interacado das
trés enzimas da via conhecidas como E1 ou ativante da ubiquitina, E2 ou conjugante
de ubiquitina e a E3 ou ligante de ubiquitina (GLICKMAN; CIECHANOVER, 2002,
JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN; STEVENSON, 2002). A ubiquitina é
primeiramente ativada por meio da acdo da E1 num processo dependente de ATP. A
ubiquitina ativada é entdo transferida para a E2, e em seguida a enzima E3, a qual
se encontra ligada a proteina substrato a ser marcada e posteriormente degradada,
se liga a E2. Neste sentido, a E2 transfere a ubiquitina para a proteina alvo, ligada a
E3 marcando-a para posterior degradacdo no proteassoma. Este processo é
repetido varias vezes até que uma cadeia de quatro ou mais moléculas de ubiquitina
tenham sido formadas, para que seguidamente a proteina alvo seja degrada em
pequenos peptideos no proteassoma (KANDARIAN; STEVENSON, 2002).

O proteassoma néo € capaz de degradar proteinas intactas, e acredita-se que
e a guebra de proteinas miofibrilares tanto pelas calpainas (GOLL, et al., 2003)
como pela caspase-3 (DU, et al., 2004) seja um pré-requisito para a ubiquitinacéo e
posterior degradagao destas no proteassoma. Assim, no desuso, as caspases e as
calpainas atuam liberando as miofibrilas do sarcomero, e estas entrem no processo
de ubiquitinacdo por meio da acdo das enzimas El, E2 e E3, para a posterior
degradagcédo no proteassoma (KANDARIAN; STEVENSON, 2002; KANDARIAN;
JACKMAN, 2006; JACKMAN; KANDARIAN, 2004; GLICKMAN; CIECHANOVER,
2002).



Duas proteinas que sdo comumente utilizadas como marcadores de
protedlise da via ubiquitima proteassoma sdo a MAFbx (muscle atrophy F-box),
também conhecida como atrogin 1, e a MuRF-1 (muscle ring finger 1) (KANDARIAN;
STEVENSON, 2002; KANDARIAN; JACKMAN, 2006; JACKMAN; KANDARIAN,
2004). Dois grupos de pesquisa diferentes identificaram simultaneamente uma ligase
da proteina ubiquitina que contém um dominio F-box classificando-a com dois
nomes diferentes, porém, com a mesma funcado. Esta proteina é a atrogin-1, o qual é
auto-regulado na caquexia (GOMES, et al., 2001), o qual também é conhecida como
MAFbx, que € auto-regulada também no desuso (BODINE, et al.,, 2001).
Camundongos knockout da MAFbx submetidos a desnervagéo, apresentaram uma
reducdo na atrofia do gastrocnémio em 56% ao décimo quarto dia (BODINE, et al.,
2001). J& camundongos knockout da MuRF1 apresentaram reducdo de 36% na
atrofia muscular depois de 15 dias de desnervacao do gastrocnémio (BODINE, et al.,
2001). Estes efeitos demonstram a importancia destas duas proteinas na atrofia
muscular, e justifica a importancia de utiliza-las como marcadores de atrofia

muscular.

2.3 TRANSDUCAO DE SINAL E PROTEOLISE NA ATROFIA MUSCULAR

2.3.1 Relacéao entre a via da PI3K-Akt e FoxO na Atrofia Muscular

Tem sido demonstrado que a diminuida atividade da via da PI3K/Akt, ativa o
fator de transcricdo FoxO, no qual resulta no aumento da expressao génica da
atrogin-1/MAFbx, porém, o tratamento com IGF-1 ou aumentada expressdo da Akt
inibe a expressdo da atrogin-1 (EDSTROM, et al., 2006). Assim, os fatores de
transcricdo FoxO tém papel critico no desenvolvimento da atrofia muscular, e a
inibicdo destes fatores € uma atrativa abordagem para combater o processo de
atrofia induzida pelo desuso.

Os fatores de transcricdo FoxO (Forkhead box O), fazem parte de uma
subfamilia de um grande grupo de fatores de transcricdo “forkehead”. As células dos
mamiferos contém trés membros desta familia, Foxol (FKHR), Foxo3 (FKHRL1) e a
Foxo4 (AFX) (TRAN, et al., 2003). A Akt atenua a funcao de todos os trés fatores de
trancricdo Foxo por meio da fosforilagcdo em residuos conservados, mantendo-os no

citoplasma (BRUNET, et al., 1999). A Foxol esta induz a expressdao de genes
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relacionados com a atrofia, nos quais sdo chamados de “atrogenes”, e este fator de
transcricdo, esta envolvido em muitos tipos de atrofia muscular (LECKER, et al.,
2004).

Camundongos transgénicos hiper-expressando a FoxO1, mostraram
decréscimo significativo no tamanho das fibras do tipo | e do tipo I, além de
decréscimo no numero de fibras do tipo | (KAMEI, et al., 2004). Por outro lado, a
atividade de corrida realizada na esteira significativamente reduziu a atividade da
FoxO1, nos individuos transgénicos em compara¢do aos controles (KAMEI, et al.,
2004).

Verificou-se que humanos com doenca pulmonar obstrutiva crénica, com a
musculatura esquelética tanto em atrofia quanto normal, as concentracfes das
proteinas FoxO1, Akt e 4E-BP1 estavam aumentadas (DOUCET, et al., 2007). Em
adicdo, as concentracbes do RNAm das ubiquitinas ligases atrogin-1 e MuRF1
também estavam aumentadas em sujeitos com atrofia em comparacdo aos sujeitos
controle (DOUCET, et al., 2007). Diante disto, foi sugerido que a regulacéo
transcricional das ubiquitinas ligases ocorrem via FoxO1, porém, nem sempre Sao
dependentes da Akt, demonstrando que, ao menos nestes individuos, parece existir
um aumento na expressao das vias de sinalizacdo hipertréficas na tentativa de
restaurar massa muscular perdida (DOUCET, et al., 2007).

Além do papel da Foxol na atrofia muscular, a Foxo3, é um fator de
transcricdo bem caracterizado na atrofia muscular. Em musculos atrofiados devido
ao jejum, diabetes, uremia ou cancer, os niveis do RNAm da Foxol e da Foxo3
aumentam (FURUYAMA, et al., 2003; LECKER, et al., 2004). Além do mais, tem sido
demonstrado que a forma constitutivamente ativa da Foxo3 age no promotor da
atrogin-1, causando uma severa atrofia tanto em miotibulos como em fibras
musculares (SANDRI, et AL., 2004). Estes estudos demonstram que os fatores de
transcricdo Foxo tém importante papel na atrofia muscular, e que a sua inibicao é

uma atrativa abordagem para combater a atrofia muscular.
2.3.2 NF-kB como Molécula de Sinalizagdo na Atrofia Muscular
O fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB) € um complexo protéico o

gual foi mostrado estar envolvido no processo de atrofia muscular induzida pelo

desuso. Em mamiferos, existem cinco subunidades diferentes de NF-kB (p65 ou Rel
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A, Rel B, c-Rel, p52 e a p50), os quais medeiam uma variedade de processos de
acordo com o tipo de célula e dos ativadores especificos (KANDARIAN ; JACKMAN,
2006).

A ativacdo do NF-kB se da por meio da ubiquitinacdo e degradacdo de sua
proteina inibitéria IkB, que em estado normal encontra-se ligada ao NF-kB
mantendo-o no citoplasma (KANDARIAN; JACKMAN, 2006). Por exemplo, na via
classica ou candnica, o TNFa ativa a fosforilagdo de uma quinase do IkB, a IKKp,
que por sua vez estimula a degradacdo do IkB, permitindo a translocacdo do
heterodimero p65/p50 para o nucleo, porém, quando o IkB é ativado pelo IKKa, a via
de ativagdo é a ndo-canbnica do NF-kB (KANDARIAN; JACKMAN, 2006). Foi
relatado que sete dias de suspensdo da pata posterior de ratos, marcadamente
auto-regulou os niveis nucleares da p50, enquanto a c-Rel foi moderadamente auto-
regulada, a Rel B baixo-regulada, e a p52 e p65 ndo sofreram mudancas (HUNTER,
et al.,, 2002). Foi verificado também que durante este periodo, os membros da
familia do NF-kB ativados pelo desuso sao completamente diferentes dos membros
ativados pela caguexia (HUNTER, et al., 2002). Outro fato que vale ressaltar € que
as concentracfes da proteina anti-apoptética Bcl-2 estavam aumentadas em quatro
vezes, enquanto que as das proteinas pré-apoptoticas Bax e Bak estavam reduzidas
(HUNTER, et al., 2002).

Periodo de trés a sete dias de suspensao da pata posterior € capaz de ativar
genes envolvidos na atrofia como a atrogin-1, FoxO3a entre outros, 0s quais
parecem ser alvos dos fatores de transcricdo NF-kB (JUDGE, et al., 2007). Neste
sentido, a degradacédo do IkBa € um fator necessario para atrofia induzida pelo
desuso, por meio do aumento na ubiquitinacdo da proteina kB e ativagdo da via de
sinalizacdo do NF-kB e a expresséo de genes alvos envolvidos na atrofia muscular
(JUDGE, et al., 2007). Porém, é possivel que a ativacdo das vias de sinalizagédo
candnica e ndo-candnica do NF-kB na atrofia muscular induzida pelo desuso sejam
ativadas de forma tempo dependente, pois o NF-kB é ativado bifasicamente na
musculatura esquelética de ratos tanto jovens como idosos durante quatro semanas
de imobilizacdo, com decréscimo na atividade da via classica do heterodimero
p65/p50 nas primeiras duas semanas, seguido por aumento na atividade deste
heterodimero nas proximas duas semanas (BAR-SHAI, et al., 2005). Estes achados
sao consistentes com 0s publicados previamente, 0os quais mostraram ativacéo da

via alternativa do NF-kB seguindo a atrofia por desuso (HUNTER, et al.,, 2002;
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JUDGE, et al.,, 2007). Outro estudo mostrou existir uma quinase especifica da
musculatura esquelética acima do NF-kB, na qual exerce a mesma funcédo que a
proteina quinase-B do IKK (CAI, et al., 2004). Esta proteina quinase foi chamada
pelos autores de MIKK, por ser especifica da musculatura esquelética, e esta
guinase demonstrou causar intensa protedlise (CAl, et al., 2004). Foi verificada uma
elevada perda de massa muscular através do sistema ubiquitina proteassoma, pois
a expressdo da ubiquitina ligase MuRF1, estava aumentada em ratos com a forma
constitutivamente ativa da MIKK (CAI, et al., 2004). Além do mais, a inibicao
farmacolégica do eixo IKKB/NF-kB/MuRF1 reverteu a atrofia, levando a uma
atenuada protedlise induzida pela desnervacéo ou pelo tumor, permitindo uma maior
taxa de sobrevivéncia (CAl, et al., 2004). Neste sentido, a sinalizacdo do NF-kB é
componente central do processo de atrofia e pode estar envolvida na ativacdo dos
processos proteoliticos. A partir destes achados, pode-se sugerir que em musculos
atrofiados pela imobilizacéo, o NF-kB é ativado, levando a uma maior transcricao de

genes envolvidos com a atrofia muscular.

2.4 EFEITOS METABOLICOS DA ATROFIA MUSCULAR PELO DESUSO

Em resposta ao diminuido uso, a musculatura esquelética sofre um
remodelamento redutivo adaptativo (STEIN; WADE, 2005). Estudos com modelos de
repouso (bed rest), em humanos, num periodo de 3-4 meses, mostraram atrofia de
aproximadamente 30% nos musculos da perna, valores que sédo cerca de 10-15%
maior do que € relatado nos musculos da coxa (ALKNER; TESCH, 2004; LEBLANC,
et al., 1992; SHACKELFORD, et al., 2004). Como parte deste processo de
remodelamento, existe também mudanca na isoforma da cadeia pesada de miosina
de um fendtipo lento para um fendtipo rapido (FITTS, RILEY, WIDRICK, 2000). As
mudancas na fisiologia e estrutura muscular com desuso apresentam maiores
guantidades de estudos. Porém, pouco se sabe sobre as conseqiéncias

metabdlicas associadas com a atrofia induzida pelo desuso.
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2.4.1 Efeitos da Atrofia Muscular Induzida pelo Desuso sobre a Sinalizacao

da Insulina

A via de sinalizacdo da insulina na musculatura esquelética é controlada por
uma série de eventos de fosforilagdo que ligam a ativacéo inicial de receptor de
insulina e os substratos abaixo do receptor, que em Ultima instancia, levara a
translocacdo do transportador 4 de glucose (GLUT4) para membrana plasmatica,
seguido de sua incorporacdo a membrana e subsequente captacdo de glucose
(BASSEL-DUBY; OLSON, 2006). Foi relatado que a imobilizacdo da pata posterior
de ratos machos adultos da linhagem Sprague-Dawley, reduz a fosforilagdo em
tirosina da subunidade beta do receptor de insulina (IR-B) e do substrato para o
receptor de insulina-1 (IRS-1) e isto foi acompanhada por diminuida ligacdo do IRS-1
a subunidade regulatéria p85 da proteina fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-K) e do
IRS-1 associado a PI3K (HIROSE, et al., 2000). Assim, um prolongado periodo de
imobilizacdo pode deprimir o transporte de glucose estimulado pela insulina na
musculatura esquelética por alterar a acdo da insulina em multiplos pontos, incluindo
fosforilacdo em tirosina, expressdo de proteinas e ativagdo de componentes
essenciais da via de sinalizacdo da insulina (HIROSE, et al., 2000). Neste sentido, a
imobilizacdo além de deprimir o transporte de glucose induzido pela insulina na
musculatura esquelética, também leva a um estado catabdlico nas areas afetadas e,

isto pode resultar em um musculo cada vez mais debilitado.

2.5 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NA MUSCULATURA
ESQUELETICA

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sao produzidas tanto na
musculatura inativa, causada pelo desuso, como nos musculos ativos induzido pelo
treinamento (POWERS, VAVAZIS, MCCLUNG, 2007; REID, 2001). Quando a
producdo de espécies reativas de oxigénio excedem a sua capacidade anti-oxidante
para eliminar estes oxidantes, o estresse oxidativo ocorre. O estado pro-oxidante na
célula pode alterar a estrutura e funcéo das proteinas e acidos nucléicos, resultando
em lesao celular e em circunstancias extremas, morte celular (POWERS, VAVAZIS,
MCCLUNG, 2007). Estudos iniciais mostraram que a atrofia induzida por

imobilizacdo da musculatura esquelética estava associada com a aumentada
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producéo de radicais livres de oxigénio, resultando em lesao oxidativa nas fibras
musculares inativas (KONDO, et al., 1992; KONDO, NISHINO, ITOKAWA, 1994).
Tem sido demonstrado que a proteina quinase de RNA de dupla fita (PKR),
esta envolvida na formacédo EROS induzida pelo fator de necrose tumoral alfa e pela
angiotensina Il em miotubulos de camundongos (ELEY, et al., 2008). A formacéo de
EROS, por sua vez, parece ser o mecanismo chave da atrofia muscular induzida pelo
desuso (POWERS, VAVAZIS, MCCLUNG, 2007). Interessantemente, em linhagens
de células C2C1l2 em atrofia quando expostas ao metabodlito do aminodacido
essencial leucina, B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB), verifica-se que este tem a
capacidade de atenuar a ativacdo da PKR (ELEY, et al., 2008), e conseqiientemente,
a formacdo de EROS. Neste sentido, se o HMB atenuar a ativacdo da PKR e
consequentemente a formacéo de ERQOS, ele poderia atenuar a atrofia muscular em
musculos que sdo submetidos a um procedimento que resulte em atrofia. Diante
disto, a mensuracdo do estado oxidativo da musculatura esquelética imobilizada
pode ser uma medida atrativa no estudo atual, pois se a suplementacdo com HMB
atenuar a atrofia muscular, esta poderia também de alguma forma atenuar o

aumento na producao de EROS.

2.5.1 O Estresse Oxidativo Ativa a Sinalizacao pela MAPK

A regulacao redox das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKS)
apresenta papel crucial que liga o estresse oxidativo e a atrofia na musculatura
esquelética. As MAPKs controlam numerosos mecanismos de sinalizagdo celular
devido ao controle de numerosas vias de sinalizagdo por meio da ativagcéo e
desativacdo de proteinas regulatorias através da fosforilagdo (CUSCHIERI, MAIER,
2005). Estas proteinas quinases contribuem para a regulacdo de decisfes de vida
ou morte celular em respostas a varios sinais de estresse (i.e. estresse oxidativo),
com acgles sobre os fatores tanto pré6 como anti-apoptoticos (MATSUZAWA, ICHIJO,
2005). As células eucaridticas possuem mudltiplas vias MAPKs, dentre as mais bem
caracterizadas estéo as familias das quinases c-Jun NH,-terminal (JNK), p38 MAPK,
e a quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (CUSCHIERI, MAIER, 2005).
Todas séo estruturalmente similares, mas funcionalmente distintas, e além do mais,
todas sdo ativadas pelo estresse oxidativo e podem potencialmente participar das
vias que influenciam na protedlise e apoptose (POWERS, VAVAZIS, MCCLUNG,
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2007). A ativacdo da cascata classica da MAPK consiste da ativacdo sequencial de
trés passos de ativacdo da proteina quinase intracelular, o que leva a ativacdo de
numerosas proteinas quinases, proteinas nucleares e fatores de transcricao,
resultando em sinais de transducdo posteriores (CUSCHIERI, MAIER, 2005;
PEARSON, et al., 2001).

2.5.2 Ativacdo da Via de Sinalizacdo Dependente da ERK no Estresse

Oxidativo

A primeira e melhor estudada cascata de sinalizacdo MAPK ¢é a via da ERK
(CUSCHIERI, MAIER, 2005; PEARSON, et al., 2001). A ERK é composta de trés
isoformas, sendo a ERK1 e ERK2 as mais referidas, e comumente referidas como
ERK1/2 (CUSCHIERI, MAIER, 2005). A ERK1/2 pode ser ativada por muitos
mitdgenos, incluindo o fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante (TGF) e pela
insulina. Além do mais, a ERK1/2 pode ser ativada pela endotoxina e pelo estresse
oxidativo (CUSCHIERI, MAIER, 2005). A ativagdo da ERK1/2 pelo estresse oxidativo
€ consistente com a hip6tese de que baixa e adequad concentracdo de espécies
reativas de oxigénio sdo mitogénicas (PEARSON, et al., 2001; QUI ; ELION, 2005).
A ativacdo da ERK1/2 regula a atividade transcricional da AP-1, NF-kB, c-Myc e a
sobrevivéncia celular através da ativacdo da Bcl-2 (QUI ; ELION, 2005). Embora
tenha sido relatado que a ERK1/2 possa promover apoptose, a ERK1/2 também
pode funcionar como fator anti-apoptético que acompanha o estresse oxidativo
(PEARSON, et al., 2001). Até agora ha poucas evidencias que ligam a ativacao da
ERK1/2 com a atrofia induzida pelo desuso (POWERS, VAVAZIS, MCCLUNG,
2007).

2.5.3 Regulagdo Redox da Sinalizacdo do NF-kB

Outra ligacdo potencial entre o estresse oxidativo e a atrofia por desuso
envolve a regulacédo da familia de ativadores transcricionais do NF-kB. Desde a sua
descoberta, tem-se acumulado evidéncias que indicam que uma via especifica é
necesséria para ativacdo do NF-kB na atrofia por desuso (JACKMAN; KANDARIAN,
2004; KANDARIAN; JACKMAN, 2006). Embora, o NF-kB regule a expressédo de
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mais uma centena de genes, um detalhado entendimento dos especificos alvos
necessarios para a atrofia por desuso permanece incompleto. Tem sido
demonstrado que as espécies reativas de oxigénio ativam vias de transducéo de
sinais por meio da ativacdo de quinases que promovem a ativacdo do NF-kB
citoplasmatico e a sua translocacéo para o nucleo (KABE, et al., 2005; PANTANO, et
al., 2006). O NF-kB é considerado um fator de transcricdo pro-apoptotico e, as
espécies oxidativas de oxigénio podem tanto promover como inibir a ativacao
transcricional do NF-kB (PANTANO, et al., 2006).

2.6 MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES QUE REGULAM A
SINTESE PROTEICA

A regulacdo da sintese protéica nos tecidos dos mamiferos ocorre
principalmente pela modulacdo de dois passos chave de uma via complexa, sendo
gque ambos o0s passos estdo envolvidos na fase de iniciacdo da traducéo
(STIPANUK, 2007).

2.6.1 Passo 1: Formacao do Complexo de Pré-iniciacdo 43S Dependente do
elF2

Um dos passos regulado na iniciagdo da traducgdo, consiste na ligacdo do
aminoécido metionina de um A&cido ribonucléico transportador (tRNA) iniciador
especifico (Met-tRNAI) a subunidade ribossomal 40S para formar o complexo de pré-
iniciagdo 43S (figura 1la) (STIPANUK, 2007). Este passo € mediado pelo fator de
iniciagdo eucaridtico-2 (elF2), o qual é uma proteina ligadora de trifosfato de
guanosina (GTP) heterotrimérica. No estado ligado ao GTP, o elF2 interage com o
Met-tRNAi para formar um complexo ternario elF2-GTP/Met-tRNAi, no qual em
associacdo com outros fatores de iniciagdo, se liga a subunidade ribossomal 40S
(STIPANUK, 2007). O complexo resultante 40S/Met-tRNAi/elF2-GTP, entdo se liga
ao RNAm préximo a estrutura “Cap” pela interacdo de um dominio central do fator
de iniciacdo eucaridtico 4G (elF4G) com o elF3 (veja a figura 2b e
subsequentemente o texto) (STIPANUK, 2007). A proteina quinase do fator de
iniciacdo eucariotico-2 (elF2k) exerce efeito controlador sobre a reciclagem do elF2-

GDP (figura 1c). Apos o perfeito engajamento do Met-tRNAi com o cddon inicial
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(c6don AUG), o GTP é hidrolisado a GDP e Pi, num processo que envolve o elF5
(uma proteina ativadora GTPase), e o complexo elF2-GDP sai do ribossomo (figura
1b). Para o elF2 ser usado novamente para formar um novo complexo ternario, o
elF2-GDP deve ser reciclado novamente para a sua forma ativa ligada ao GTP. Isto
€ mediado pelo elF2B, um fator de troca de guanina nucleotideo para o elF2
(STIPANUK, 2007). O processo completo de ligacdo do Met-tRNAI é regulado pela
fosforilacdo da subunidade alfa do elF2 (elF2a) por uma das quatro cinases do elF2
dos mamiferos, a qual é ativada sobre condicbes de estresse especifico
(STIPANUK, 2007). Uma das quatro cinases do elF2, o GCN2 (general control
nonderepressible 2) é ativada pela falta de um ou mais aminoacidos essenciais
(STIPANUK, 2007). A leucina por ser um aminoacido essencial tem importante feito
sobre estes processos, neste sentido, o seu metabdlito, o B-hidroxi-B-metilbutirato
(HMB), também pode ter efeito sobre estes mecanismos, e assim contribuir para o
crescimento celular quando a célula é sobrecarregada com estimulos especificos ou

atenuar a atrofia muscular.

A. Formacdo do complexo de g | jberagso e reutilizagio do elF2-GTP
pre-iniciacéo 43S

GTP_
elF2B
Met -GDP + P, j@ 'GTP

- GDP

'T| ~GTP elFs/‘

(s
-

C. Regulagédo da reutilizacdo do elF2-GTP pela fosforilacdo do elF2

(o8 fGsicor s @are « (@F28)
- 4
(Inactive) (Active)
FIGURA 1 — Passo 1 da fase de iniciacdo da traducdo de RNAm eucaridtico.
Formacdo do complexo de pré-iniciacdo, (B) liberagdo e reciclagem do elF2-GDP
por meio da associacdo Met-tRNAi com o cédon inicial, (C) regulacdo da reciclagem

do elF2-GDP pela fosforilacdo do elF2. 40S: subunidade ribossomal; elF: fator de
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iniciagdo eucariodritico; GDP/GTP: guanosina di- ou trifosfato; PABP: proteina de
ligacdo da cauda poli-A (adaptado de STIPANUK, 2007).

2.6.2 Passo 2: Reconhecimento da Estrutura m’GTP RNAm “Cap’
dependente do elF4

O segundo passo regulado na iniciacdo da traducdo envolve o
reconhecimento da estrutura cap e a formacédo de um sitio de ligacdo no ribossomo
ou selecdo de um sitio de iniciacdo da traducéo (figura 2a). Este passo € mediado
por um complexo heterotrimérico de fatores de iniciacao eucaridticos referidos como
elF4F. As trés subunidades do elF4F séo elF4A, elF4E e elF4AG (STIPANUK, 2007).
O evento alvo para a selecdo do sitio de iniciacdo da traducdo € a ligacdo da
subunidade elFAE do elFAF com a estrutura 7 metil guanosina trifosfato (m’GTP)-
cap presente na extremidade 5 dos RNAms eucaritticos. A subunidade elF4A, é
uma RNA-helicase ATP-dependente, que libera uma estrutura secundaria na regido
nao-traduzida do RNAm, para facilitar a ligacdo da pequena subunidade ribossomal
(STIPANUK, 2007). Como mostram as figura 2c e figura 3, o elF4G, € uma proteina
grande com multiplos dominios, que medeia uma série de interacdes entre proteina-
proteina que culminam no recrutamento do complexo de pré-iniciagdo 43S a
extremidade 5’ do RNAm (STIPANUK, 2007).
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A. Reconhecimento elF4E-dependente da estrutura cap m’GTP do RNAm e
formagéo de um sitio de ligagdo no ribossomo.

)

5 AUG AAAAAAAA 3’
4A) 4B

B. Ligacédo do complexo ribossomal 43S (pré-iniciagdo).

C. Regulagao da disponibilidade do elF4E pela fosforilagéo do 4E-BP1.

GEscmp1 O — G+ Csemr1 O

(Inativo) (Ativo) ~

FIGURA 2 — Passo 2 da via de iniciagdo da traducdo do RNAmM eucaribtico.
Reconhecimento da estrutura cap m’GTP do RNAm, dependente do elF4E e
formacdo de um sitio de ligacdo ribossémico, (B) ligacdo do complexo de pré-
iniciagédo (43S), (C) regulacdo da disponibilidade do elF4E para o reconhecimento
da estrutura cap por uma proteina de ligacdo do elF4E, a 4E-BP1. 4E-BP1: proteina
de ligacdo do fator de iniciacdo eucaridtico 4E; elF: fator de iniciacdo eucaribtico;
40S: subunidade ribossomal; PABP: proteina de ligacdo da cauda poli-A (adaptado
de STIPANUK, 2007).

Além de se ligar as subunidades elF4E e elF4A do complexo elF4F, o elF4G
também atua como proteina de arcabouco que recruta o elF3 ligado a subunidade
ribossomal 40S, num complexo 40S/Met-tRNAi/elF2-GTP descrito no passo 1. O
elF4G também se liga a proteina de ligacdo da cauda poli-(A), PABP, permitindo
uma circularizagdo do RNAm, o qual pode permitir uma mais eficiente iniciacdo da
traducao (STIPANUK, 2007).
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aminoacidos
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FIGURA 3 — Estrutura esquematica e regulacao do elF4E e 4E-BP1. A insulina e 0s
aminoacidos estimulam a fosforilacdo da 4E-BP1, a qual se encontra ligada ao
elF4E. A fosforilacdo da 4E-BP1, libera a elF4E para formar o complexo elF4F, o
qual posteriormente formar4d o complexo de pré-iniciacdo. 4E-BP1: proteina de
ligacdo do fator de iniciacdo eucariotico 4; elF4E: fator de iniciacdo eucaribtico 4E;
elF3: fator de iniciacdo eucariotico 3; 40S: subunidade ribossomal 40S; PABP;

proteina de ligacéo da cauda poli-A (adaptado de PROUD, 2002).

2.6.3 Formacao do Complexo elF4F Fosforilacdo-dependente

Mudancgas nas disponibilidades do elF4E para formar o complexo ativo elF4E-
elF4G ocorrem através da associacdo do elF4E com a 4E-BP1. A ligacdo do elF4E
a 4E-BP1 é regulada pela fosforilagdo da 4E-BP1 (figuras 2c e 3). No seu estado
hipofosforilado a 4E-BP1 se liga firmemente ao elF4E. Pelo fato das 4E-BPs se
ligarem aos mesmos sitios do elF4E, como faz o elF4G, a associacdo da 4E-BP1
com o elF4E bloqueia a disponibilidade de elF4E em se ligar ao elF4G, para formar

o complexo ativo (STIPANUK, 2007). A fosforilacdo da 4E-BP em multiplos residuos
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tem importante funcdo sobre a sintese protéica, por favorecer a formacgdo do
complexo traducional ativo, o elF4F (STIPANUK, 2007). Da mesma forma que foi
exemplificada acima, a figura 4 resume 0s passos da iniciacdo da tradu¢cdo em um

modelo esquematico unico:

met

v W

405 ribosomal
elF2-GTP-met-tRNA; subunit

Cr...

met

met

met-tRNA,

elF2-GTF

GDP
A

-/\/ \ 2D Gq_/

elF2-GDP

elF2B &P
A 4

elF4F

FIGURA 4 — Via de iniciacdo da traducdo nas células dos mamiferos. Ligacdo do
Met-tRNAI (lado esquerdo da figura) e o passo de ligacdo do RNAm (lado direito da
figura) na iniciacdo da traducdo. Os varios fatores de iniciacdo de traducédo
eucarioticos (elFs) e seus papéis na traducdo do RNAm estao descritos em detalhes
no texto. No esquema, a tradugcdo do RNAm inicia com a ligacdo do Met-tRNAi a
subunidade ribossomal 40S numa reagédo mediada pelo elF2. A ligagdo do RNAmM a
subunidade ribossomal 40S ocorre atraves da interacdo da subunidade do elF4E
com a estrutura m’GTP cap ha extremidade 5 do RNAm e a associagdo do elF4G
com a subunidade ribossomal 40S por meio do elF3, o qual ndo aparece no
esquema. A iniciacdo finaliza quando o complexo de iniciacao localiza o codon de
inicio AUG com a subseqtiente unido da subunidade ribossomal 60S com a 40S e a
formacao do ribossomo completo 80S. Neste ponto, os fatores de iniciagdo sao
liberados do complexo (KIMBALL; JEFFERSON, 2001).
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2.7 ADAPTACAO DA MUSCULATURA ESQUELETICA A AUMENTADA
SOBRECARGA

Existem evidéncias mostrando que os efeitos mitogénicos e miogénicos do
fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) sobre a musculatura
esquelética sdo essenciais para a regeneracdo e adaptacdo muscular a sobrecarga
aumentada (ADAMS, 2002). Assim, a sobrecarga aumentada, o alongamento e as
acOes musculares excéntricas resultam em aumentada expressao e conteudo do
RNAm do IGF-1 (ADAMS, 2002).

O IGF-1 ao se ligar ao seu receptor de membrana plasmética (IGF-R1) inicia
uma série de cascata de sinalizacdo. Uma via ativada pelo IGF-1 envolve a
sinalizacdo da Ras-Raf até as ERKs, nos quais podem ativar inimeros fatores de
transcricdo assim como outras proteinas quinases. Estudos utilizando células
musculares, em cultura, mostraram que esta via promove elevada proliferacao
celular (COOLICAN, et al., 1997).

A outra via de sinalizacdo ativada pelo IGF-1 envolve a fosforilagdo do
substrato receptor de insulina, e isto leva a ativacdo da PI3K, e esta proteina é
central para inidmeros processos celulares incluindo protecdo contra apoptose,
aumentada traducao e altera¢gbes das concentragdes de célcio intracelular (figura 5).
A PI3K leva a ativacdo de varias proteinas intracelulares, tais como a 4E-BP1 e a
p70°%¢ (ADAMS, 2002). Contudo, a ativacdo da proteina p70°% é de particular
interesse, pois esta aumenta a traducdo de RNAmMs que codificam proteinas
ribossomais e fatores de alongacédo, nos quais sdo componentes integrais da
maguinaria de sintese protéica (THOMAS; HALL, 1997).
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FIGURA 5 — Cascata de sinalizacéo ativada pelo IGF-1/PI13K/Akt. A ligacdo do IGF-1
ao seu receptor de membrana, leva ao recrutamento do IRS-1, seguido de uma
ativacdo da PI3k. A proteina PI3k estimulara o recrutamento da Akt para a
membrana plasmatica, para que a mesma seja fosforilada. A Akt fosforila a mTOR, a
gual esta envolvida na sintese protéica e inibe a apoptose. Akt: proteina quinase B;
Bcl-2: “B- cell linfoma 27; BAD: “Bcl-2- associated death promoter”; DAG:
diacilglicerol; GSK3: glicogénio sintase quinase; IGF-1: fator de crescimento
semelhante a insulina 1; IGF-1R: receptor de IGF-1; IRS-1: substrato do receptor de
insulina 1; mTOR: alvo da rapacimina de mamiferos; PI3k: fosfatidilinositol 3
quinase; PIP2: fosfoinositol 3, 4, bifosfato; PIP3: fosfoinositol 3, 4, 5, trifosfato
(adaptado de ADAMS, 2002).
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2.8 EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM B-HIDROXI-B-METILBUTIRATO NA
MUSCULATURA ESQUELETICA

2.8.1 Efeitos sobre a Sintese Protéica através da Suplementacdo com

Leucina

Véarios estudos mostram que a leucina regula a sintese protéica na
musculatura esquelética independente das mudancas na formacdo do complexo
ternario, pois a leucina parece néo alterar a atividade do elF2B (fator de troca de
guanina nucleotideo para o elF2) nem o estado de fosforilacdo do elF2a, porém a
leucina aumenta a associac¢do do elF4E com o elF4G (ANTHONY, et al., 2000). A
leucina estimula a sintese protéica em diferentes células e tecidos como: figado,
musculatura esquelética, tecido adiposo (quando avaliado pela fosforilacdo da S6K1,
S6 e da 4E-BP1), e estes efeitos parecem estar ligados com a sinalizacdo do mTOR
(alvo sensivel a rapamicina) (ANTHONY, et al., 2000; LYNCH, et al., 2002;
CROZIER, et al., 2005). A leucina estimula sintese protéica por meio do aumento da
formacdo do complexo ativo elF4F (figura 6), e isto é independente dos aumentos
nas concentracbes séricas de insulina (ANTHONY, et al, 2001). Porém,
concentracdes basais sdo importantes para maximizar os efeitos da leucina sobre a
sintese protéica (STIPANUK, 2007), pois a insulina exerce efeito permissivo sobre a
sintese protéica estimulado pela leucina (ANTHONY, et al., 2002).
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FIGURA 6 — Eventos de sinalizagdo na estimulacdo na iniciacdo da traducdo pela
leucina. A leucina de maneira ainda nao esclarecida estimula a fosforilacdo e
ativacdo da mTOR a qual ira fosforilar alvos abaixo. A mTOR fosforila a 4E-BP1, o
qual ira libera o elF4E para formar o complexo elF4F, e mediar os mecanismos que
estdo envolvidos com a sintese protéica. Além do mais, a mTOR fosforila a S6K1, a
qual esta envolvida na traducdo de proteinas ribossomal. PKB: proteina quinase B;
elF: fator de iniciacdo eucariotico; IRS-1: substrato do receptor de insulina 1; PI3K

fosfatidilinositol 3 quinase; PDK1: proteina quinase dependente de fosfoinositol
(adaptado de ANTHONY, et al., 2001).
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2.8.2 Efeitos anti-proteolitico através da Suplementacdo com Leucina

Os efeitos anti-proteolitico da suplementacdo com leucina tem sido relatado
ha muito tempo (BUSE; REID, 1975). Em geral, a suplementacdo com leucina
diminui a protedlise muscular esquelética quando infundida intravenosamente
(LOUARD, BARRETT, GELFAND, 1995), quando um musculo est4 intacto (BUSE;
REID, 1975, TISCHLER, DESAUTELS, GOLDBERG, 1982; MITCH; CLARK, 1984)
ou quando células musculares (NAKASHIMA, et al., 2005) sdo incubadas na
presenca de leucina, ou quando ha sua ingestdo oralmente (COMBARET, et al.,
2005). Contudo, a magnitude da inibicdo € diferente de acordo com a espécie,
condicdo patoldgica, e especificamente, com o modelo de atrofia (ZANCHI,
NICASTRO, LANCHA Jr, 2008).

Em estudos crénicos, a eficacia da suplementacdo com leucina ndo € bem
demonstrada como ocorre em estudos agudos, porém, este nivel de suplementacéo
ainda mostra importante efeito anti-proteolitico (ZANCHI, NICASTRO, LANCHA Jr,
2008).

Com a utlizacdo de inibidores da transaminagcdo da leucina, ocorre
interrup¢cdo da capacidade deste aminoacido em inibir o catabolismo protéico,
contudo, o efeito sobre a sintese ndo é modificado. Isto sugeriu fortemente que o
efeito da leucina em atenuar a degradacdo protéica seja decorrente de algum
metabdlito da leucina. Um metabdlito candidato ao efeito anti-proteolitico da leucina
€ o HMB ao lado do a-ceto-isocaproato (CIC ou KIC) (OSTASZEWSKI, et al., 2000;
SMITH, MUKERJI, TISDALE, 2005). Estudos que realizaram a incubacdo de
musculos de aves e de ratos na presenca de HMB encontraram elevacao da sintese
protéica em 20% e reducdo do catabolismo protéico em 80% (OSTASZEWSKI, et
al., 2000). Aléem do mais, parece que em situacfes de estresse, tanto humanos
como animais nao sintetizam HMB na quantidade necessaria para suprir a demanda
tecidual (NISSEN & ABUMRAD, 1997). Isto justifica a necessidade em se realizar
suplementacdo com este metabdlito em situacdes de estresse, como na atrofia por

desuso, com o intuito de atenuar a prote6lise muscular esquelética.
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2.8.3 Metabolismo da Leucina e Producé&o de B-hidroxi-p-metilbutirato (HMB)

A leucina € um aminoacido essencial de cadeia ramificada, encontrado em
muitas fontes protéicas da dieta, e é considerada de vital importancia para a
construcdo de proteinas e para o funcionamento normal de varios tecidos (CALDER,
2006). Grande parte da leucina metabolizada, em mamiferos, por uma via
metabdlica caracteristica possui entre seus produtos o acetoacetato e o acetil-CoA
(figura 7). Estes produtos sdo originados apds a sequéncia de seis reacoes
catalisadas por enzimas, que iniciam pela transferéncia do grupamento amino da
leucina para o a-cetoglutarato formando glutamato. Para que ocorra a completa
oxidacdo da leucina por esta via é necessaria: tiamina, riboflavina, piridoxina,

niacina, pantotenato, biotina, ubiquinona e o acido lipéico, em quantidades ideais.

Leucina

Transferase de aminoacido de cadeia a-Cetoglutarato Alanina
ramificada (BCAAT) (musculo) )
Glutamato Piruvato
T Glutamina
NH, 4\//

o,
a-Cetoisocaproato (KIC) —Lb Isovaleril-CoA

Desidrogenase de

CITOPLASMA a-cetoacido de cadeia ramificada
(BCKD) (mitocdndria)

Isovaleril-CoA
desidrogenase

KIC dioxigenase (KICD) 0,
(5-10% da leucina
- - - coz .
B-Hidroxi-B-metilbutirato . HO B-metil-crotonil-CoA
(HMB) Encil-CoA hidrase (MC'COA)
(na deficiéncia de Biotina) Biotina | +CO,
l MC-CoA-carboxilase
10-40% (Urin))  HMB-CoA <+—> MC-CoA B-metil-gluconil-CoA
o, + 1 L co, (MG-CoA)

H,0 + * MG-CoA-hidrase

HMG-CoA «—~ MG-CoA
HMG-CoA red V HMG-CoA sintase B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA

(HMG-CoA)
Mevalonato Acetoacetil-CoA ‘ A o
\ 3 Acetoacetato
Colesterol Acetil-CoA + Acetil-CoA

FIGURA 7 — Visédo geral do metabolismo da leucina, a-cetoisocaproato e do HMB.
Detalhes da via esté descrita no texto (adaptado de DRISKELL, 2007).
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Em menor proporgéo, parte da leucina (5-10%) € oxidada levando a producéo
de HMB. Uma terceira via de metabolizacdo da leucina, conhecida como via [3-ceto,
acontece principalmente nos testiculos (células de Sertoli), e no pancreas. Contudo,
na maioria dos outros tecidos, a oxidacdo da leucina conta com menos de 5% da
metabolizacdo da leucina disponivel. A principal caracteristica desta via é que ela
possui sua primeira reacao catalisada por uma (L-leucina-aminotransferase) das trés
enzimas conhecidas que necessita de cobalamina como grupo prostético
(KOHLMEIER, 2003).

A producdo enddgena de HMB ocorre principalmente no figado e nos
musculos (SABOURIN; BIEBEER, 1982), contudo, outros tecidos, em menor grau,
podem também sintetizar o HMB em menor propor¢cédo (NISSEN; ABUMRAD, 1997).
A sintese pode iniciar no citoplasma e nas mitocondrias de células musculares,
através da transferéncia do grupamento amino da leucina para o a-cetoglutarato
pela enzima transaminase de aminoacido de cadeia ramificada (BCAAT). O produto
desta etapa € o a-cetoisocaproato (KIC), que posteriormente sofre descarboxilacéo
oxidativa irreversivel pela acdo da enzima desidrogenase de a-cetoacido de cadeia
ramificada (BCKD). Essa enzima € um grande complexo presente na matriz
mitocondrial, consistindo de multiplas cépias de apenas trés distintas subunidades. A
subunidade E1 catalisa a reacdo de descarboxilacdo usando uma CoA reduzida
como co-substrato. A subunidade E2 ancora um residuo de acido lipéico, o qual
serve como aceptor para o substrato descarboxilado, e posteriormente, o transfere
para o acetil-CoA, e reduz a lipoamina a dihidrolipoamina no processo. A
subunidade E3 é o componente lipoamina desidrogenase. Ela transfere o hidrogénio
da dihidrolipoamina para a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) via flavina
adenina dinucleotideo (FAD). O complexo enzimético € inativado por fosforilagéo,
mediado pela 3-metil-2-oxobutanoato desidrogenase (lipoamina) quinase, e ativado
por desfosforilacdo pela 3-metil-2-oxobutanoato desidrogenase (lipoamina)
fosforilase. Aproximadamente 90% do KIC é descarboxilado a isovaleril-CoA nas
mitocOndrias hepaticas. O isovaleril-CoA passa por reagbes sequenciais na
mitocdndria dando origem ao [(-hidroxi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), o qual é
transformado em acetoacetato e acetil-CoA pela HMG-CoA liase (DRISKELL, 2007).

A principal via de producdo de HMB parece ocorrer no citoplasma das células
hepaticas (XU, et al., 2000). Os aproximadamente 10% restantes do KIC, que nao

foram metabolizados pela BCKD, sdo oxidados a HMB pela enzima KIC dioxigenase
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(KICD). Esta via necessita do oxigénio molecular e do ferro e pode ser idéntica a 4-
hidroxi-fenilpiruvato dioxigenase, a qual é uma importante enzima do metabolismo
do amino&cido tirosina (SABOURIN; BIEBER, 1982).

Como a concentracdo hepatica de KIC é <5uN e a BCKD possui um Km vinte
vezes menor que KICD, acredita-se que a producdo de HMB seja regulada
principalmente pela contracdo de KIC e pela atividade das enzimas BCKD e KICD
(VAN KIEVERING ; NISSEN, 1992). A atividade da KICD no figado de humanos é
de aproximadamente 0,9mU/g de tecido, o que representa aproximadamente 14,2%
da atividade total da NCKD (XU, et al., 2000). Em ratos, este valor esta proximo de
1%. Fato este colocado, pelos mesmos autores, é que esta via pode ser importante
também para os humanos. Embora ndo existam dados dos fatores que controlam a
atividade da KICD em humanos, sabe-se que a atividade fisica pode aumentar a
atividade desta enzima em ratos, porém o mesmo ndo ocorre com a ingestao de
uma dieta rica em BCAA (XU, et al., 2000)

Outra via que possivelmente pode contribuir para producdo de HMB € a via da
B-metil-croconil-CoA, um dos produtos intermediarios do metabolismo do isovaleril-
CoA, a HMG-COoA, pela enzima enol-CoA hidrase. Contudo, esta via parece ser ativa
somente em caso de deficiéncia de biotina (NISSEN; ABUMRAD, 1997). N&o
existem relatos sobre a producdo diaria exata de HMB em humanos, mas
extrapolando a partir de dados obtidos de suinos, estima-se que um homem de
aproximadamente 70 kg produza entre 0,2-0,4g de HMB/dia, dependendo
principalmente da sua ingestdo de leucina. A concentracdo plasmatica basal de
HMB no estado pos-absortivo em humanos esta proxima de 1-4uM (NISSEN;
ABUMRAD, 1997), contudo outros autores colocam que este valor poderia ser
considerado zero (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN, 2001).

2.8.4 Doses Utilizadas, Seguranca e Efeitos Adversos

O HMB também pode ser chamado de B-hidroxi-isovalerato e, na forma de
acido, é chamado de acido B-hidroxi-B-metilbutirico ou acido B-hidroxi-isovalérico. O
sal de calcio do acido HMB, forma um monohidrato com férmula quimica
Ca(CsHy03),.H,O (CaHMB monohidrato ou calcio hidroximetilbutirato), com massa
molecular 293, no qual o elemento calcio, corresponde a 13,7% do peso molecular.

Este composto, quando colocado em agua, dissolve-se rapidamente formando uma
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solugéo saturada a 27% (p/p) a 20°C (WILEY; DOBBIN, 2004). A adicdo de HMB a
suplementos ou a comercializagcdo do produto se faz, na grande maioria, na forma
de CaHMB monohidrato, o qual pode ser encontrado em formulagcdes m po,
capsulas ou substitutas de refeicdo. Em sua maioria, os trabalhos envolvendo a
suplementacdo com HMB utilizam doses entre 1-3 g/individuo/dia (NISSEN; SHARP,
2003), porém héa estudos com doses de 6 g.dia” ou ainda, as doses podem ser
ministradas de acordo com o peso dos individuos. Exemplos de doses encontradas
em alguns estudos podem ser 38 mg.kg.'dia' a 76 mg.kg. *dia’ (VAN
KOEVERING; NISSEN, 1992; GALLAGHER, et al., 2000a; PETERSON, et al.,
1999). Estes valores correspondem a aproximadamente 3 e 6 g.d para individuos
com massa corporal proxima de 80 kg. Contudo, foi demonstrado que a utilizacdo de
6 g.d* ndo promoveu resultado significativamente diferente quando comparado ao
uso de 3 g/d™* (GALLAGHER, et al., 2000b).

Nas doses preconizadas na literatura, a suplementacdo com HMB nao trouxe
nenhum efeito colateral deletério aparente (PETERSON, et al., 1999). Estudos em
modelos animais ndo demonstraram nenhum efeito toxico com doses maiores que
100 g.dia™ (NISSEN; ABUMRAD, 1997). Estudo em ratos, utilizando dietas com até
5% de HMB por 91 dias ndo provocaram mudang¢a em nenhum dos 18 parametros
hematologicos nem nos 17 parametros bioquimicos analisados. Assim como
também nao provocou alteracdo perceptivel nos pesos e na aparéncia dos principais
orgaos e algumas glandulas dos individuos de ambos o0s sexos. A suplementacao
com HMB, em humanos, ndo causou nenhum efeito colateral apés a utilizacdo de
doses elevadas por mais de sete semanas (NISSEN; ABUMRAD, 1997). Estudos
clinicos por periodos de até 12 semanas nao demonstraram nenhum potencial efeito
toxico (NISSEN; ABUMRAD, 1997; NISSEN, et al., 2000). Entre estes estudos foram
realizados levantamentos com questionarios objetivando a pesquisa de efeitos

adversos, porém nada foi encontrado.
2.8.5 Cinética apés a Ingestao

Um dos destinos da molécula de HMB apds sua sintese ou ingestdo € sua
excrecdo na urina (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN, 2001). Valores obtidos em
estudos com suinos e ovinos suplementados, relataram excrec¢édo de até um terco do
HMB ingerido (NISSEN; ABUMRAD, 1997), enquanto que em humanos
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suplementados com HMB, este valor alcangcou 50% da dose administrada
(GALLAGHER, et al., 2000b). Aparentemente o turnover do HMB pode ser
considerado rapido. Alguns protocolos, avaliando a meia-vida, foram de
aproximadamente 2 horas (NISSEN; ABUMRAD, 1997). Um estudo em particular
com humanos investigou a cinética do HMB apdés ingestdo de 1g ou 3g. Os
resultados encontrados foram que as concentracdes plasmaticas de HMB atingem
pico de, aproximadamente, 118 nmol.mI™ apés a ingestéo de 1g, j& a ingestdo de 3g,
teve um pico de aproximadamente 480 nmol.mI™* em apenas 1 hora. A meia vida
plasmatica foi de aproximadamente duas horas e meia, enquanto que a excrecdo na
urina foi dependente da dose, 14% para a dose de 1g e 29% para de 3g. Contudo,
quando o HMB ¢é ingerido juntamente com glucose, foi demonstrado que esse
procedimento é capaz de provocar interferéncia na cinética do HMB, pois houve um
atraso de aproximadamente 1 hora e, diminuicdo do pico de HMB plasmatico. Ao
mesmo tempo, houve pequeno aumento da meia-vida plasmatica, o que pode estar
relacionado a leve diminuicdo na excrecdo urinaria de HMB. Outra constatacédo dos
autores neste estudo foi a provavel auséncia de interferéncia da insulina na cinética
do HMB (VUKOVICH, et al., 2001). Individuos que apresentaram concentracfes
basais de HMB plasmético de 2,8uM estavam com suas concentracdes plasmaticas
elevadas até 12h apds a dltima ingestdo do suplemento, 10,7uM e 20,3uM para a
ingestao de 1,5 e 3g de CaHMB, respectivamente (NISSEN, et al., 1996). Como o
HMB aparentemente ndo aparece nas fezes, acredita-se que ele seja totalmente
absorvido (DRISKELL, 2007).

2.8.6 Efeitos da Suplementagédo com HMB sobre a Sinalizag&o Intracelular

O cultivo in vitro de miotubulos C2C12 na presenca de HMB pode inibir a
proteina quinase C-a (PKCa), a qual pode estar relacionada com a diminuicdo da
atividade e a expressdo de componentes do sistema ubiquitina proteassoma ATP-
dependente (SMITH, WYKE, TISDALE, 2004). Em estudo posterior, oS mesmo
autores demonstraram haver diminuicdo da expressao das subunidades alfa e beta
da estrutura 20S e da proteina p42 da estrutura 19S do complexo 26S do
proteassoma, apos a suplementacdo com HMB (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005).
Em adicdo o HMB demonstrou ter a capacidade de bloquear a ativacdo da PKC
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induzida pelo fator indutor de protedlise (PIF), molécula encontrada em
concentracbes aumentadas em individuos com cancer.

A ativacdo da PKC induz a fosforilagdo e a ativacdo do complexo Ikka,
responsavel pela fosforilagdo do IkBa, levando a ubiquinagédo e a degradacao deste
ultimo no complexo proteassoma 26S. Isto permite que o NF-kB se transloque para
0 nucleo e altere a expressao génica (SMITH, WYKE, TISDALE, 2004; SMITH,
WYKE, TISDALE, 2005). Este evento esta relacionado com o aumento da
concentracdo de proteinas do sistema ubiquitina proteassoma ATP-dependente
(TISDALE, 2005). O PIF induz a diminuicdo do |IkBa citosélico e o aumento da
ligacdo do NF-kB a regido promotora do nucleo relacionada com o aumento da
expressdo de genes das vias proteoliticas. O HMB na concentracdo d 50 pumol.L-1
atenua, efetivamente, a degradacao do |kBa na presencga de PIF em miotubulos de
roedores, impedindo o acumulo de NF-kB (SMITH, WYKE, TISDALE, 2004). Desta
maneira, as vias de expressdo de proteina do proteassoma, de inibicdo de sintese
protéica e do reparo celular sdo atenuadas pela presenca do HMB, diminuindo o
desequilibrio no metabolismo protéico muscular (NUNES; FERNANDES, 2008)
(figura 8).
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FIGURA 8 — Efeito inibitério do HMB sobre as vias responsaveis pela protedlise em
células musculares esqueléticas. FLA2: fosfolipase A2, AA: acido araquidénico, 15-
HETE: acido 15 - hidroxi-eicosatetraendico, PKCa: proteina quinase C-alfa; IkBa:
inibidor do fator nuclear kappa-B; NF-kB: fator nuclear kappa-B; DAG: diacilglicerol;
FLC: fosfolipase C, ERK/MAPK: proteina quinase ativada por mitdégeno;
Proteossoma: proteossoma 26S; SUPAD: sistema biquitina proteossoma ATP-
dependente (NUNES; FERNANDES, 2008).

2.8.7 B-hidroxi-B-metilbutirato e Atrofia Muscular induzida pelo Desuso

Numerosos estudos utilizando varios modelos tém mostrado que o0s
aminoacidos da cadeia ramificada estimulam a sintese protéica por melhorar a fase
de iniciacdo da traducdo do RNAmM (SHAH, et al., 2000; RASMUSSEN ; PHILLIPS,
2002). Em contrapartida, a leucina tem efeito estimulatério na unido do complexo
elF4F, componente chave no passo de ligacdo na iniciacdo da traducdo, quando
avaliado pelo estado de fosforilacdo da 4E-BP-1 e pela associacdo do elF4E com o

elF4G (ANTHONY, et al., 2000). Além do mais, 0 aumento na sintese protéica por
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meio do aumento da formagcdo do complexo ativo elF4F ocorre independentemente
dos aumentos nas concentracdes séricas de insulina (ANTHONY, et al., 2001),
apesar das concentracdes plasmaticas basais de insulina serem importantes para
maximizar os efeitos da leucina da sintese protéica (STIPANUK, 2007), pois esta
exerce efeito permissivo para a estimulacdo da sintese protéica estimulado pela
leucina (ANTHONY, et al., 2002).

A suplementacdo com [-hidroxi-B-metilbutirato (HMB), um metabdlito da
leucina, diminui significativamente a protedlise induzida pelo exercicio mensurada
pela concentracdo de 3-metil-histidina na urina (NISSEN, et al., 1996), além de
aumentar a massa magra (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN, 2001; JOWKO, et al.,
2001). O HMB também tem sido mostrado ser capaz de inibir a degradacéo protéica
e estimular a sintese protéica em ratos em estado de caquexia (SMITH, et al., 2005).
O efeito do HMB, sobre a atrofia induzida pelo tumor, é mediado pela inibicdo do
fator indutor de protedlise (PIF) em aumentar a atividade da via da ubiquitina
proteassoma, através da sinalizacdo que leva a ativacdo do NF-kB (SMITH, et al.,
2004), o qual tem sido relatado causar severa degeneracao muscular em ratos (CAl,
et al., 2004).

Foi também demonstrado que o cultivo de linhagens celulares em atrofia,
gquando expostas ao HMB, apresentam aumento da fosforilagdo do mTOR, da
proteina ribossomal de 70-kDa S6 (p705%¢), da 4E-BP-1 além de aumentada
associacao do elF4E com o elF4G (ELEY, et al., 2007). Estes efeitos do HMB sobre
a atrofia muscular sdo importantes, jA que uns dos efeitos da atrofia muscular
induzida pelo desuso é a diminui¢cdo da iniciacdo da traducdo (BODINE, et al., 2001).
Diante disto, pode-se postular que o uso de HMB atenuaria a protedlise muscular
induzida pela imobilizacdo. Até a presente data, ndo existe estudo publicado na base
de dados da pubmed que investigou a combinacdo da suplementacdo com HMB na
atrofia muscular esquelética induzida pela imobilizagcdo em posi¢cdo de encurtamento

do membro posterior em ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES, ENZIMAS E SOLUCOES

Todos os componentes dos tampdes e os solventes foram obtidos da Reagen
Quimibras Industrias Brasileira S/A. Todos os anticorpos policlonais foram obtidos da
Santa Cruz Biotechnology e os anticorpos anti-lgG de coelho e de camundongo
conjugados com a enzima Horseradish Peroxidase (HRP) e Substrato
Quimiluminescente ULTRA Super Signal foram adquiridos na Pierce. O HMB (em
forma de sal de célcio, pureza 99% avaliada por cromatografia liquida de alta

performance) foi doado pela Metabolic Technologies Inc. (Ames, IA, USA).

3.2 ANIMAIS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados ratos machos da linhagem
Wistar, provenientes do biotério central do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana, UFPR — Campus do Centro Politécnico, Curitiba,
Parana, com idade de 70 dias. Os ratos foram mantidos em gaiolas com até trés
animais, em sala com temperatura controlada de 22 * 2 °C, sob ciclo de iluminacgéo
claro/escuro invertido de 12/12 horas, com livre acesso a agua e racao contendo
52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de lipideos (Nuvilab CRI, Nuvital
Nutrientes Ltda, Curitiba, PR). Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (n° do processo: 23075.062045/2009-46; anexo).
Todos os procedimentos utilizados estdo de acordo com os principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e exigéncias estabelecidas
em “Guide for the Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on
Animal Care)”.

Este estudo utilizou dois grupos experimentais, cada qual contendo em média
15 animais (salvo, quando descrito um numero diferente nas legendas das figuras
dos resultados), distribuidos da seguinte maneira: grupo submetido ao procedimento
de imobilizacdo da pata posterior esquerda na posi¢cdo de encurtamento durante

sete dias e suplementado com placebo (carbonato de calcio - CaCOg3) e grupo
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submetido ao procedimento de imobilizagdo da pata posterior esquerda na posigcéo
de encurtamento por sete dias e suplementado com HMB. Todos os animais de
ambos 0s grupos tiveram a pata posterior contra-lateral, ou seja, a pata posterior
direita, como controle intra-grupo.

O musculo séleo foi escolhido para este estudo porque ele cruza somente a
articulacdo do tornozelo e as secgdes cruzadas histolégicas tomadas do ventre
medial contém todas as fibras musculares (PEVIANI, et al., 2007). Foi escolhido este
periodo de imobilizacdo do membro para estudar os parametros relacionados com
atrofia no nosso estudo, porque, tem-se demonstrado que este periodo de tempo
num modelo de atrofia por desuso, através da suspensao da cauda para atrofiar os
muasculos da pata posterior, € o0 suficiente para aumentar a taxa de perda de
proteina do musculo estudado (THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989) (figura 9).
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FIGURA 9 — Contribuicéo relativa da taxa de sintese e de degradacéo de proteinas
miofibrilares de um musculo séleo de animal submetido a suspensdo da cauda. A
figura mostra que existe um equilibrio entre a sintese e degradacéo protéica ao dia

0, ndo existindo perda e nem ganho de proteina miofibrilar. Porém ao segundo dia, a
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perda de proteina miofibrilar foi decorrente de uma queda na sintese protéica ao
invés de um aumento na protedlise. Contudo ao sétimo dia, a queda na sintese
protéica e o aumento na protedlise contribuem para o aumento da perda de
proteinas miofibrilares (adaptado de THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989).

O periodo de imobilizacdo dos animais foi de sete dias de duracéo e todos os
ensaios experimentais foram realizados no Laboratério de Metabolismo Celular do

Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

3.3 MODELO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos experimentais:

a) Grupo submetido ao procedimento de imobilizacdo da pata posterior
esquerda na posicdo de encurtamento e suplementado com placebo: os
animais tiveram a articulacdo tibio-tarsica esquerda imobilizada em flexédo
plantar maxima durante um periodo de sete dias para promover atrofia
muscular esquelética num modelo de desuso. Foi utilizado um modelo de
imobilizacdo da pata posterior esquerda para atrofiar principalmente o séleo,
figura 10 (COUTINHO, et al.,2002). Os animais foram mantidos em gaiolas
contendo até trés animais por gaiola. A posicdo de encurtamento do musculo
séleo foi mantida por uma fita adesiva (WILLIAMS, 1988). Estes animais
foram suplementados com CaCOj3; todos os dias durante o periodo de
imobilizagcdo no horéario entre 09h00min e 10h00min. Os musculos soleos
destes animais foram divididos em dois grupos: musculos soéleo nao
imobilizados (sOleo direito), o qual nés chamamos de grupo nédo imobilizado e
nao suplementado com HMB, ou seja, grupo controle (C); e, séleo
imobilizados, o qual n6s chamamos de grupo imobilizado n&do suplementado
com HMB (Imob), ou seja, 0 s6leo esquerdo.

b) Grupo submetido ao procedimento de imobilizacdo da pata posterior
esquerda na posicdo de encurtamento e suplementado com HMB: estes
animais tiveram articulagdo tibio-tarsica esquerda imobilizada em flex&do
plantar maxima durante sete dias conforme descrito para o grupo anterior.

Estes animais foram suplementados com HMB todos os dias durante o
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periodo de imobilizagcdo no horario entre 09h00min e 10h00min. Os musculos
séleos destes animais foram divididos em dois grupos: séleo ndo imobilizados
(s6leo direito), o qual nés chamamos de grupo nao imobilizado suplementado
com HMB (HMB); e, séleo imobilizados, o qual nés chamamos de grupo

imobilizado suplementado com HMB (Imob-HMB), ou seja, 0 s6leo esquerdo.

FIGURA 10 — Procedimentos de imobilizagdo da pata posterior esquerda do rato
(COUTINHO, et al., 2002).

Um esquema da divisdo dos grupos esta descrita na figura 11. Nos utilizamos
apenas dois grupos de animais (suplementado e ndo com HMB) como dois grandes
grupos, e apos esta divisdo, nos utilizamos os musculos séleos direito néo
imobilizado como controle do esquerdo imobilizado, o que no final totalizava quatro
grupos. Nés nédo utilizamos um terceiro grupo como controle ndo submetido ao
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procedimento de imobilizagcédo, porque tem sido demonstrado que o membro nao
imobilizado parece néo sofrer sobrecarga suficiente para induzir hipertrofia muscular
esquelética (AOKI, et al., 2004).

Grupo Suplementado com placebo  Grupo Suplementado com HMB

Membro posterior direito Membro posterior direito
nao imobilizado, Controle ndo imobilizado (HMB)
(€)
Membro posterior Membro posterior
esquerdo esquerdo imobilizado
imobilizado (Imob) {Imob-HMB)

FIGURA 11 — Representacdo esquematica da distribuicdo dos grupos.

3.4 PESAGEM DOS ANIMAIS E DO SOLEO

Durante o de imobilizagdo os animais foram pesados a cada trés dias no
momento que antecedesse a suplementacdo utilizando-se a balanca (Urano). Apés
a ortotanasia dos animais, o soleo foi retirado e rapidamente pesado em balanca
analitica digital (Denver Instrument XL-410).

3.5 SUPLEMENTACAO COM HMB
Os animais foram suplementados com CaCO3; ou HMB durante sete dias de

imobilizacdo por gavagem. A cada semana eram preparadas solu¢cdes de estoque de
CaCO3 e sacarose (10%) e de HMB e sacarose (10%), pois, apés duas semanas
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existe degradacgédo progressiva do HMB em solucdo (NISSEN et al. 1996). A partir
destas solugBes de estoque retiravam-se aliquotas diarias para administracdo por
gavagem aos animais.

A dose de HMB correspondeu a 76 mg de HMB.kg.*dia * porqué é uma dose
equivalente a dose utilizada em estudos envolvendo a suplementacdo com HMB em
humanos (GALLAGNHER, et al., 2000a; GALLAGNHER, et al., 2000b), a qual,
corresponde a aproximadamente 3 a 6 g.dia® de HMB para um individuo de 80 kg
(GALLAGNHER, et al., 2000a; GALLAGNHER, et al, 2000b; NUNES ;
FERNANDES, 2008). A dose utilizada na suplementacdo com CaCOgj, teve como
objetivo equiparar as concentracfes de calcio presente em ambas as solucdes de
suplementacao, pois, o calcio pode alterar o metabolismo, fenétipo e a plasticidade
da musculatura esquelética (CHIN, 2004), assim como, em concentracfes elevadas,
induzir a quebra de proteinas (GOLL, et al., 2003).

A sacarose esteve presente nas solu¢cdes com o intuito de lentificar o processo
de esvaziamento gastrico, 0 que evita 0 aumento brusco na concentracédo plasmatica
de HMB, e consequentemente sua excrecdo renal (VUKOVICH, STUBBS,
BOHLKEN, 2001). Os grupos suplementados com placebo receberam solugcdo de
sacarose acrescida de CaCOg3 para equiparar a ingestdo de célcio entre 0s grupos,
visto que o HMB foi administrado na forma de sal de célcio.

3.6 ORTOTANASIA DOS ANIMAIS E RETIRADA DOS MUSCULOS PARA
ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA

Apés sete dias de imobilizacdo os animais foram anestesiados
intraperitonialmente com ketamina (95 mg/kg) e xilazina (12 mg/kg), e quando
ficavam totalmente anestesiados, eles eram sacrificados em guilhotina ou por
deslocamento cervical e os musculos séleos de ambas as patas eram rapidamente e
cuidadosamente retirados (figura 11). Em seguida o masculo era pesado em balanca
analitica (Denver Instrument XL-410), congelado em nitrogénio liquido e em seguida
a -80°C, para a posterior realizacdo da técnica SDS-PAGE e Western Blotting para

analise da expressao protéica.
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FIGURA 12 — Processo de isolamento do musculo séleo.

3.7 METODOLOGIA ANALISE DO CONTEUDO PROTEICO

3.7.1 Quantificacdo protéica para as analises da sintese protéica

Os musculos foram homogeneizados em tampéo de lise na propor¢do 1:7
com o auxilio de um homogeneizador Politron a 25 rpm/min em gelo, centrifugados
por 5 minutos a 18.500 x g (centrifugue 5810R) e o0 sobrenadante foi coletado para a
guantificacdo protéica.

A quantificacdo protéica foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). Este método utiliza o corante Coomassie Blue G-250, o qual se liga a
proteina, aumentando a sensibilidade do método devido a formacao da coloracéo
azul, passivel de ser detectada em comprimento de onda de 595 nm (marca).

A concentracdo da proteina da amostra desconhecida foi calculada com base
em uma curva padrdao de uma proteina conhecida (Albumina Bovina Sérica, BSA).

“y 0

Assim, o célculo era realizado a partir da equagao da reta (y=ax+b), onde o “y” é a
absorbancia e “x” a concentragdo de proteina. O valor de “X” encontrado foi
multiplicado pela diluicdo da amostra (10 vezes) para se obter a concentracdo de
proteina da amostra em pg/ml. Apos a dosagem protéica as amostras foram diluidas
em tampéo laemmli 5x e submetidas aos ensaios SDS-PAGE e em seguida ao

western blotting (LAEMMLI, 1970).
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3.7.2 Separacdo eletroforética das proteinas

O método Dodecil de Sulfato de Soédio — Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida (SDS-PAGE) surgiu em 1960, descrito Laemmli, desenvolvido para
separar as proteinas por meio dos seus respectivos tamanhos. O SDS é um
poderoso detergente carregado negativamente que se liga a regides hidrofébicas
das proteinas. Como consequéncia, tem-se a desnaturacéo, resultando em longas
cadeias polipeptidicas e um aumento das cargas negativas nas proteinas, pois
varias moléculas de SDS se ligam na proteina para formar o complexo SDS-proteina
para deixa-la carregada negativamente. Isto permite que todas as proteinas migrem
do pdlo negativo do campo elétrico para o polo positivo do campo elétrico, portanto,
este método depende unicamente do peso molecular das proteinas.

Outra vantagem deste método é a utilizacdo do agente redutor B-
mercaptoetanol, o qual quebra ligacbes dissulfeto dos residuos de cisteinas das
cadeias polipeptidicas, permitindo assim, que as subunidades protéicas sejam
analisadas.

O gel de empilhamento foi preparado a 4% para que todas as proteinas
migrem na mesma velocidade no inicio da corrida. Chegando ao gel de separacéo,
as proteinas comecardo a migrar de acordo com seus pesos moleculares. A
concentracdo do gel de separacdo depende da proteina a ser analisada, contudo,
nos utilizamos um gel de 10%. Os géis foram preparados a partir de uma solucédo de
acrilamida:bisacrilamida (30:1); com a adi¢céo de persulfato de amoénio e do TEMED
para acelerar e polimerizacdo dos geéis. Neste sentido, o persulfato de aménio gera
radicais livres que levam a polimerizacdo, enquanto o TEMED cataliza a formagéo

destes radicais.

3.7.3 Western blotting

Este método surgiu em 1979, descrito por Towbin (TOWBIN, 1979). A idéia
geral deste método é a identificacdo de proteinas especificas pelo uso de anticorpos
mono e policlonais, incluindo a deteccdo, a quantidade relativa e o peso molecular
de proteinas em uma mistura complexa.

Apbés a separacdo das proteinas em gel de poliacrilamida, elas foram

transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Como existem regides nos quais
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as proteinas ndo se ligaram na membrana, esta membrana foi incubada num
tampao de bloqueio (5% de leito em p6 desnatado em tamp&o TBST) para evitar que
0s anticorpos se liguem de maneira inespecifica nas regides livres, ou seja, nas
regides néo ligadas pelas proteinas. Depois de bloqueada, incubou-se a membrana
em “overnight” em tampao TBST contendo o anticorpo primario para a proteina
desejada. Apds esta fase, as membranas eram lavadas e incubadas em tampéao
TBST contendo o anticorpo secundario por duas a trés horas. Para visualizar a
interacdo antigeno-anticorpo, utilizou-se o anticorpo secundario contra para o
primario, porém, conjugado com uma enzima, a qual permitird pela adicdo de um
substrato cromogénico ou de quimioluminescente a visualizagdo da proteina.

Para verificar a expresséao protéica da subunidade p65 do NF-kB, utilizou-se um
anticorpo primario (1:1000) anti-p65 monoclonal de camundongo (SC-8008, Lot #
G3106) e o anti-corpo secundario (1:5000) anti-camundongo (SC-2005). O segundo
anticorpo é conjugado com a enzima Horseradish Peroxidase (HRP), a qual permite
a visualizacdo da localizacdo da proteina apdés a adicdo do substrato
guimioluminescente. As imagens foram analisadas por densitometria pelo programa

Image J.

3.8 METODOLOGIA PARA AS ANALISES HISTOLOGICAS DOS MUSCULOS

3.8.1 Microscopia de luz

Um fragmento transversal obtido do ventre de cada musculo soéleo foi
seccionado e fixado por imersdo em solucdo ALFAC (alcool 80%:formaldeido
40%:acido aceético glacial na propor¢cdo 85:10:5) por 16 horas, a 4°C. Apos o
processo de fixacdo, o material foi desidratado pela passagem em bateria de alcool
70%, 80%, 90%, 95% e duas vezes no alcool 100% por 1 hora em cada solucao.
Com o material completamente desidratado, este permaneceu 1 hora em solugéao
alcool 100%:Xilol (1:1); somente Xilol por 1 hora e novamente Xilol por 30 minutos
para a realizacdo da diafanizacdo. A inclusdo foi feita com parafina derretida em
estufa a 60°C por 2 horas e ap0s, realizada a emblocagem do material com nova
parafina.

Com o material emblocado para o preparo e montagem das laminas

permanentes, realizou-se primeiramente a trimagem do material para retirar o
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excesso de parafina, e apds a microtomia em micrétomo para microscopia de luz em
cortes de 5um de espessura. Assim, os cortes foram colados nas laminas com
albumina diluida em agua e glicerol (1:1:1). Com os cortes colados, as laminas
foram preparadas para a coloragéo.
A coloracdo se iniciou com a hidratacdo do material, uma vez que o corante
estara em solucdo aquosa e o material desidratado. Dentro da capela, as laminas

foram passadas na seguinte ordem:

- xilol I por 5 minutos;
- xilol Il por 5 minutos;
- alcool 100% | por 5 minutos;
- alcool 100% Il por 5 minutos;
- alcool 90% por 5 minutos;
- alcool 80% por 5 minutos;
- alcool 70% por 5 minutos;
- agua destilada por 5 minutos.
Apbs a coloracdo cada lamina passou pela desidratagcéo, bateria de solugcdes
descritas acima de forma inversa.

As coloracbes escolhidas foram Hematoxilina/Eosina com a

composicéo, tempo e ordem de cada solucao para coloragdo no quadro 1.

Solucéo Composicéo Tempo

Hematoxilina/Eosina

Hematoxilina alcoodlica 10%

1- Hematoxilina de| Sulfato de alimen de potassio a 5% em Lmi
min

Harris agua destilada

Oxido de mercurio a 2,5%

62mL de eosina 1%

) _ 6,25 mL de floxina 1%
2- Eosina Floxina 15s
487.,5mL de alcool 95%

2,5mL de acido acético glacial

QUADRO 1 - Composicao e tempo de coloracdo de cada solugéo para microscopia
de luz.



45

Posteriormente a coloracao e desidratacao as laminulas foram dispostas
sobre as laminas com uma gota Entellan® para fixacdo. Apés o tempo de
secagem, estas foram analisadas em microscépio de luz em diferentes
aumentos.

As seccdes coradas com H&E foram utilizadas para as analises da area
de seccdo transversa. De 20 a 40 fibras musculares por campo de no minimo
cinco campos diferentes foram examinados (objetiva de 20x) usando o
microscopio de captura de imagem calibrado (Carl Zeiss). Utilizou-se o
software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) para calcular a area de seccado

transversa das fibras musculares.
3.8.2 Microscopia eletronica de transmisséo

Apés a fixacdo em Karnovsky (paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em
tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 a 4°C) (KARNOVSKY, 1965), as pecas foram
lavadas em tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 a 4°C. Em seguida o material foi pos-
fixado em tetroxido de 6ésmio a 2% em tampéao cacodilato 0,1M pH 7,2 durante 1
hora. A contrastacdo em blocos foi realizada com acetato de uranila 2% durante 2
horas. O material foi desidratado em série alcodlica crescente por 10 minutos e em
seguida colocada em acetona. A impregnacdo e inclusdo ocorreram em resina
Epon-812 (LUFT, 1961). Os cortes foram obtidos em ultramicr6tomo Sorval Porter
Blum MT-2 com utilizacdo de navalhas de vidro e de diamante. Os cortes ultrafinos
foram contrastados em solucdo aquosa de acetato de uranila 2% (WATSON, 1958)
e nitrato/acetato de chumbo (REYNOLDS, 1963). A observacdo do material foi
realizada em microscopio eletrénico de transmissao JEOL 1200EX Il do Centro de

Microscopia Eletrénica da UFPR.

3.9 METODOLOGIAS PARA AS ANALISES BIOQUIMICAS E METABOLICAS

Apés a realizagdo dos ensaios experimentais descritos anteriormente, para

verificar se 0 modelo experimental utilizado com atrofiou a musculatura esquelética
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alvo, foram realizados alguns ensaios bioquimicos e metabdlicos para encontrar as

respostas envolvidas na atrofia.

3.9.1 Avaliacdo da taxa de proteodlise total para os animais submetidos a

imobilizagédo de sete dias

A avaliacdo da taxa de degradacdo total de proteinas em mausculos
esqueléticos de ratos foi realizada seguindo os mesmos principios gerais do modelo
experimental do estudo atual, porém, com algumas modificacdes. Ratos machos e
jovens da linhagem Wistar com massa corporal aproximadamente de 120 gramas
foram utilizados para realizar este ensaio. ApOs sete dias de imobilizacdo e
suplementacado tanto com placebo como com HMB os animais foram anestesiados
conforme descrito anteriormente e sacrificados entre 09h00 e 10h00 horas da
manha por deslocamento cervical. Os musculos s6leo foram cuidadosamente
dissecados, pesados balanca analitica digital (Denver Instrument XL-410),
incubados em tampdo Krebs-Ringer Bicarbonato (tabela 1) e aerados para
quantificacdo da protedlise.

Para estas avaliagdes utilizou-se o musculo séleo integro fixado por meio
dos seus tenddes a suportes plastico num comprimento o mais proximo o possivel
do repouso. A manutencdo dos musculos nestas condi¢cdes possibilita a difusdo de
oxigénio e nutrientes, evitando-se a andxia das fibras musculares centrais. Desta
forma, a protedlise muscular € reduzida, ha manutencdo dos conteudos de ATP, de
fosfocreatina e glicogénio, reproduzindo as caracteristicas dos mauasculos em
crescimento in vivo. Todos os experimentos foram repetidos 3 vezes e 0 numero
total de animais utilizados sendo indicados nas figuras dos resultados.

Assim, a protedlise total foi estimada por meio da liberacdo de tirosina de
proteinas de musculos incubados na presenca de cicloheximida, a qual impede a
reutilizacdo dos aminodcidos para a sintese de proteinas. A tirosina é um
aminoacido normalmente escolhido para a avaliagdo da protedlise por ndo ser
catabolizado e nem sintetizado "de novo" pelo musculo. Além disso, é facilmente
dosado através de um meétodo fluorimétrico simples e de grande sensibilidade
(WAALKES; UDENFRIEND, 1957). Essa liberacdo de tirosina refletiu a taxa de

degradacdo de todas as classes de proteinas celulares.
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Sais Volume Volume
150 ml (H,0) 100 (H,0)
NaCl (0,120 M) 1,0521 g 0,701 g
NaHCOj3 (0,015 M) 0,189 g 0,126 g
KCI (4,828 mM) 0,0539 g 0,035 g
MgSO;, (1,2 mM) (anidro) 0,0216 g 0,014 g
KH,PO, (1,212 mM) 0,0247 g 0,016 g
CaCl; (2,4 mM) (anidro) 0,039 ¢ 0,026 g
Glucose (5mM) 0,135¢g 0,09
Cicloheximida (0,5 mM) 0,021 g 0,014 g
pH 7,4

TABELA 1 - Composicdo do Tampéao Krebs Ringer Bicarbonato para taxa de

protedlise.

Brevemente os musculos eram incubados em meios adequados (tampéo

Krebs-Ringer Bicarbonato; tabela 1), aerados com carbogénio (95% de O, e 5% de
CO,) e permaneciam por 1 hora em banho sob agitagdo constante a 37°C, a fim de

estabelecer o equilibrio da velocidade de liberacdo do aminoacido tirosina para o
meio de incubacdo. Apos esse periodo de pré-incubacao, os meios eram renovados
e a incubacao se processava com 0 mesmo tipo de meio por mais 2 horas. No final
do periodo de incubacéo, 500 pl do meio era coletado e adicionado a 200 pl de agua
milli-qg em tubos de ensaios.

Posteriormente adicionou-se 50 pl de TCA (30%) nas amostras, estas foram
entdo incubadas em temperatura ambiente por 10 minutos, seguida de uma
centrifugacdo a 400g (centrifugue 5810R) por cinco minutos. Ao final da
centrifugacéo, retirava-se uma aliquota de 500 pul do sobrenadante e adicionava-se a
250 pl do reagente 1 mais 250 pl do reagente 2. O reagente: 1 foi composto de 1-
nitroso-2-naphthol (0,1%) diluido em alcool etilico (95%); e o reagente 2: composto
de acido nitrico diluido numa proporcéo de 1:5 (5 ml de acido nitrico para 20 ml de
agua milli-q) misturado com 0,5 ml de 2,5% de NaNO..

Os tubos de ensaio foram agitados em vértex e incubados em banho-maria a

55°C por 30 minutos. Em seguida esperava-se esfriar e adicionava-se 2,5 ml de
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ethyleno dichloride. As amostras eram novamente agitadas em vortex e
centrifugadas por 5 minutos a 400g (centrifugue 5810R). Uma aliquota de 200ul do
sobrenadante era coletada e colocada nos “Wells” de uma placa preta de
fluorescéncia de 96 “Wells”, e a leitura realizada em um leitor de microplacas (Bio-
Rad Microplate Reader — Benchmark) para fluorescéncia excitando a 460 e medindo
a 570 nm.

Para calcular a concentracdo de tirosina presente nas amostras, realizou-se
uma curva padrdo, a partir de uma concentracdo conhecida de tirosina (103M;
diluida em etanol 10%). Esta curva foi composta de cinco pontos (2 x 10%; 10°®; 5 x
107: 2,5 x 107"; 1,25 x 10). Assim, o célculo era realizado a partir da equacéo da
reta (y=ax+b), onde o “y” é a absorbancia e “x” a concentragdo de proteina. O valor
de “X” encontrado foi multiplicado pelo peso do musculo séleo e por 2, o qual

corresponde ao periodo de incubacdo das amostras.

3.9.2 Avaliacdo da taxa de protedlise total para os animais submetidos ao

jejum de 48 horas

Para verificar se os possiveis erros metodolégicos nos ensaios realizados
com o modelo de imobilizacédo, foram realizados ensaios para mensurar a proteélise
total de animais submetidos ao jejum de 48 horas. Os modelos de atrofia induzido
pelo jejum, € um modelo de atrofia puro, o qual permite comparar se a atrofia
induzida pela imobilizacdo utilizado no estudo atual (suplementacdo aliada a
imobilizagéo por sete dias) aumenta a protedlise total.

Brevemente, os animais foram aleatoriamente divididos em trés grupos:
alimentados (controle); jejum suplementado com placebo e jejum suplementado com
HMB. A suplementagdo seguiu os mesmos procedimentos descritos anteriormente,
porém, no preparo da solucdo de estoque, ndo era adicionado a sacarose (10%),
apenas os sais. Ao final das 48 horas, os animais foram sacrificados conforme
descrito anteriormente, e retirou-se o séleo e o extensor longo dos dedos (EDL) de
cada animal, para que o ensaio de proteolise total fosse realizado, de acordo com as

descricOes anteriores.
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3.9.3 Peroxidacgdo lipidica da musculatura esquelética

Estudos iniciais mostraram que a atrofia muscular induzida por imobilizacéo
da musculatura esquelética estava associada com a aumentada producdo de
radicais livres de oxigénio, resultando em lesédo oxidativa nas fibras musculares
inativas (KONDO, et al., 1992; KONDO, NISHINO, ITOKAWA, 1994). Neste sentido,
nos buscamos avaliar quais os efeitos da suplementacdo com HMB sobre esta
condicdo, pois, se o HMB tiver efeito anti-catabdlico, ele também poderia de alguma
forma modular a producdo de espécies reativas de oxigénio na musculatura
esquelética atrofiada.

A peroxidacdo lipidica foi mensurada pelo método descrito por Nourooz-
Zadeh et al. (1994). Este método quantifica a formacdo de hidroperdxidos por
miligrama de proteina durante a peroxidacéo lipidica. Neste sentido, este método
baseia-se no principio de que os hidroperdxidos oxidam ferro a ion férrico e por sua
vez este ion se liga ao corante xilenol laranja.

Brevemente, o soleo foi extraido e homogeneizado em metanol (1:5, w/v) e
centrifugados a 185009 (centrifugue 5810R) por 5 minutos a 4°C. Foi retirado 18pl
do sobrenadante homogeneizado e colocado em seis Wells de uma placa de 96
Wells, e em seguida, adicionado 2ul da solu¢cdo metandlica de trifenilfosfina (TPP;
10mM) em trés dos seis Wells para que ocorresse a reducdo seletiva dos
hidroperoxidos (os grupamentos hidroperoxidos especificamente presentes em
lipidios sdo convertidos em grupamentos hidroxila quando na presenca de TPP,
figura 13). As amostras contidas nos trés Wells restantes receberam 2ul de metanol.
Posteriormente as amostras contidas na placa eram homogeneizadas com leve

agitacao e incubadas em temperatura ambiente durante 30 minutos.

TPP

[®

L-OOH I > L-OH

(Hidroperaxido lipidico) (Hidroxido lipidico)
FIGURA 13 — Representacdo esquematica da reducdo dos hidroperéxidos lipidicos

em hidroxidos lipidicos catalisado pela trifinilfosfina (TPP).
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Terminada a incubacéo, adicionou-se em cada well 180ul do reagente FOX2.
Este reagente deve ser preparado somente no momento do uso, e consiste de
xilenol laranja 100mM; hidroxitolueno butilado (BHT) 400 mM; &cido sulfurico 25mM;
e, sulfato ferroso de amoénio 250 mM em metanol 90% (v:v em agua milli-q). Em
seguida as amostras sdo agitadas no vortex e incubadas novamente por 30 minutos
em temperatura ambiente. Nesta etapa, os cations ferrosos (Fe?*) do reativo FOX2
sao oxidados pelos hidroperoxidos presentes na amostra (tanto pelos hidroperoxidos
presentes na amostra quanto pelos outros hidroperdxidos presentes na amostra,
figura 14). Como os hidroperéxidos lipidicos das amostras tratadas com TPP foram
reduzidos, a producéo de Fe?" serdo menores nas amostras néo tratadas com TPP.

X-OOH X-O" + OH"
Fe®* > Fe3*
FIGURA 14 — Representacdo esquematica da oxidacdo dos Fe?* pelos

hidroperoxidos (X-OOH).

Os Fe** formados nas amostras na presenca de xilenol laranja, fazem este
indicador passar da cor laranja para a cor azul-purpura. Passada a incubacao, a
absorbancia foi mensurada em comprimento de onda de 560 nm. Subtraiu-se o valor
da absorbancia das amostras tratadas com TPP, ou seja, as amostras sem
hidroperoxidos lipidicos, do valor da absorbancia das amostras ndo tratadas com
TPP, ou seja, as amostras com hidroperoxidos lipidicos. O valor obtido por essa
subtracdo, referente apenas a quantidade de ferro oxidado por hidroperoxidos
lipidicos, foi utilizado na férmula da curva padrédo de peréxido de hidrogénio, obtida
com solucbes padrédo de diferentes concentragdes (100; 50; 25; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6
UM) submetidas aos mesmos procedimentos descritos acima para dosagem de
hidroperoxidos (com excecdo ao tratamento com TPP). Dividiu-se o valor da
concentracdo de hidroperéxidos (nmol/ml) pela concentracdo de proteinas totais

(mg/ml) do extrato metandlico mensuradas pelo método de Bradford, obtendo-se
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assim, o valor de hidroperéxidos expressos por nmol de hidroperéxidos/mg de
proteinas.

3.9.3.1 Quantificacdo protéica para a dosagem de lipoperoxidos da

musculatura esquelética

Das amostras de tecido muscular homogeneizado em metanol (5:1) e
centrifugados a 18000 x g (centrifugue 5810R) por 5 minutos a 4°C e uma aliquota
do sobrenadante foi retirado para a quantificacdo protéica pelo método Bradford
(1976). A leitura foi realizada no leitor de microplacas (Bio-Rad Microplate Reader —

Benchmark) com absorbéancia de 595 nm.

3.9.4 Producéo de lactato em meio de incubacéo

A atrofia muscular induzida pelo desuso € um modelo que altera o fenétipo da
musculatura esquelética, e normalmente o fenotipo € estudado por meio de
alteracdes na expressao da cadeia pesada de miosina (MHC) (VERMAELEN, et al.,
2007). Contudo, existem estudos analisando o perfil do fenétipo metabdlico do
musculo atrofiado, por meio da atividade das enzimas lactato desidrogenase e da
citrato sintase (VERMAELEN, et al., 2007). Neste sentido, nds fomos verificar quais
os efeitos da atrofia muscular induzida pelo desuso sobre a producdo de lactato
muscular, e verificar se o HMB apresenta alguma propriedade em alterar as
possiveis alteracdes, se ocorrem na producéo de lactato.

Para a avaliagdo da producdo de lactato em musculos esqueléticos dos
ratos, os musculos soleo foram cuidadosamente dissecados, pesados balanca
analitica digital (Denver Instrument XL-410), pré-incubado em erlenmeyers contendo
3ml de tampéo Krebs-Ringer (tabela 2), sob agitacdo constante em atmosfera de
02/CO2 (95%/5%) por um periodo de 30 minutos. ApOs a pré-incubacdo, os
musculos eram incubados por mais 1 hora em um meio novo.

Ao final da incubacéo, retirava-se uma aliquota de 20ul do meio de incubacéao
e adicionava 100l do tampéao de lactato (tabela 3) em cada amostra numa placa de
96 “Wells”, sendo que no branco, colocava-se apenas agua Milli-Q. Posteriormente
as amostras eram incubadas em estufa a 36°C por 45 minutos para agir.
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O principio dessa mensuragdo consiste na conversdo do lactato a piruvato
pela acdo da lactato desidrogenase (LDH), ocorrendo consumo de NAD® com
formacdo estequiométrica de NADH, o0 qual pode ser monitorado
espectrofotometricamente, fornecendo as concentracdes de lactato existente na
amostra de acordo com a reacdo 1 (ENGLE; JONES, 1978).

Reacdo 1 — Reacao que permite a mensuracao do lactato muscular:

Lactato + NAD" Lactato Desidrogenase  Piruvato + NADH

i

Por fim, as amostras foram lidas no leitor de microplacas (Bio-Rad Microplate
Reader — Benchmark) na absorbancia de 340 nm, contra referéncia do branco. A

determinacao do lactato total produzido foi calculada por meio da equacéo 1.

Equacédo 1 — Célculo da concentragéo de lactato muscular:

[Lactato] pM/h/y tecido = Densidade dptica X 1,2 X 3 X 1
6,77 L wWwij

Onde:

wwg: peso fresco do musculo em gramas.

Solucéo Volume
NaCl 0,9 + Hepes 100mM 150 ml
CaCl, 0,11 M 2.25 ml
KH2PO4 2,11% 1.5 ml
MgSO, 3,82% 1,5 ml
KCI 1,15% 6 ml
NaHCOs3; 31,5 ml
Glucose 5,6 mM 0,194 g
pH 7,31

TABELA 2 — Composicdo do tampao Krebs-Ringer para o ensaio de lactato.
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Solugéo Quantidade
EDTA 0,28¢
Glicina 284¢g

Hidrato de hidrazina 1.5ml
LDH 2,5l
NAD+ 0,069

pH 8,85

TABELA 3 — Composi¢cdo do tampédo de ensaio de lactato para 100 ml de agua

deionizada (agua milli-Q).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdao da média (EPM).
Todos os dados revelaram seguir distribuicdo normal ap6s serem submetidos ao
teste de normalidade D’Agostinho Pearson. Os dados foram submetidos a analise de
variancia de uma via (ANOVA) com pos teste de Tukey com significancia de p <
0,05. A significancia de dois grupos diferentes foi determinada pelo teste t de
Student. As analises e os gréficos foram realizados com o auxilio do software
GraphPad Prism (GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software,
San Diego Califérnia EUA).
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5 RESULTADOS

5.1MENSURACAO DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS ENTRE O INIiCIO E O
FINAL DO PERIODO EXPERIMENTAL

Na figura 15 esta apresentado a mensuracdo de massa corporal grupos

suplementados ou ndo com HMB, antes e apds 7 dias de suplementacéo.
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FIGURA 15 — Massa corporal total dos animais submetidos ao procedimento de
imobilizacdo da pata posterior esquerda, no inicio (dia 0) e ao final de 7 dias de
suplementacdo ou nao (Controle - C) com HMB. Os dados estédo apresentados como
média + EPM de 14 a 15 animais por grupo. O mesmo experimento foi repetido trés
vezes com resultados similares. (%) p < 0,05 quando comparado ao seu periodo

inicial.

Nos animais submetidos a imobilizagcdo, sem ou com suplementacdo com
HMB, houve reducdo da massa corporal ao sétimo de dia de imobilizagdo em
comparacado aos seus respectivos periodos iniciais. Os animais do grupo controle
tinham massa corporal (g) inicial de 268,6+10,1 e ao final de 7 dias esta foi de
230,8+7,7, a qual corresponde a uma perda de 14,18%. No grupo suplementado com
HMB o peso inicial era de 262,9+6,3 e foi para 225,7+6,7, a qual corresponde a uma
perda de 14,12%. Em resumo, a suplementacdo com HMB néo foi capaz de impedir

a reducdo da massa corporea.
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5.2PESO DO SOLEO DOS ANIMAIS

Na figura 16 esta apresentado os valores obtidos do peso do musculo séleo

dos animais ao final do periodo experimental.
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FIGURA 16 — Peso dos musculos séleo dos animais ao final do periodo
experimental. MUsculos das patas posteriores obtidas dos animais do grupo controle
(C), pata imobilizada (imob), suplementado com HMB e pata imobilizada e
suplementados com HMB (Imob-HMB). Os dados estao apresentados como média *
EPM de 14 a 15 animais por grupo. O mesmo experimento foi repetido trés vezes

com resultados simulares. (*) p< 0,05 quando comparado ao C e HMB.

O modelo de atrofia muscular induzida pelo desuso (Figura 16) utilizado no
estudo atual levou a atrofia significativa do musculo s6leo em ambos os grupos. O
peso do soleo dos animais controle (C) foi de 96,8 mg e a imobilizacdo (Imob)
provocou reducgao para 75,7 mg (p<0,05). Isto representou uma perda de 21,8% do
peso muscular. O musculo séleo dos animais suplementados com HMB (HMB) teve
seu peso de 99,4 mg e a imobilizacdo no grupo suplementado com HMB (Imob-
HMB) levou a um peso de 68,4 mg que significou perda de 31,2%. Novamente, a
suplementacdo com HMB foi incapaz de prevenir ou atenuar a perda de peso do

musculo séleo.
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5.3RELACAO ENTRE O PESO DO SOLEO PELA MASSA CORPORAL TOTAL
DOS ANIMAIS

Algumas vezes podem ocorrer situacdes onde simplesmente representar 0s
resultados do peso do séleo sem uma prévia correcdo pode resultar em valores
errdbneos. Na figura 17 estdo apresentados os resultados obtidos no peso do séleo

apos o periodo experimental corrigido pelo peso corporal dos animais.
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FIGURA 17 — Peso dos musculos séleo corrigido pela massa corporal dos animais
ao final do periodo experimental. Muasculos das patas posteriores obtidas dos
animais controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado HMB e pata imobilizada
e suplementados com HMB. Os dados estdo apresentados como média + EPM de
14 a 15 musculos por grupo. O mesmo experimento foi repetido trés vezes com
resultados similares. () p< 0,05 quando comparado ao C e HMB.

Os resultados obtidos na figura 17 confirmam que os resultados obtidos na
figura 16 sao fidedignos, pois a correcdo pela massa corporal produziu 0 mesmo

achado que o peso muscular isoladamente.

54AREA DE SECCAO TRANSVERSA DAS FIBRAS MUSCULARES
ESQUELETICAS

Um dos objetivos principais desta abordagem foi verificar se a suplementacao
com HMB teria efeito sobre a area de seccao transversa, pois estd é uma medida
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mais sensivel de atrofia muscular quando comparada ao peso muscular, pois este
pode levar a conclusdes erroneas.

O efeito da imobilizacdo sobre a area de seccdo transversa das fibras
musculares dos musculos imobilizados e ndo imobilizados de ambos 0s grupos esta

apresentado na figura 18.
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FIGURA 18 — Area de seccéo transversa das fibras musculares dos musculos séleo
obtidos dos animais controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado HMB e pata
imobilizada e suplementados com HMB. Os dados estdo apresentados como média
+ EPM de 4 musculos de cada membro dos seus respectivos grupos. O mesmo
experimento foi repetido duas vezes com resultados similares. (*) p < 0,05 quando

comparado ao C e HMB.

A imobilizacdo do membro posterior levou a atrofia significativa do musculo
sb6leo quando comparada aos respectivos musculos controles. No grupo cuja pata
ndo foi imobilizada (C) a area de seccdo transversa foi de 1511,0+25,5 pm?. A
imobilizagdo (Imob) causou reducdo para 1219,0+19,0 um? (p<0,05 vs C)
equivalente a 19,3%. No grupo n&do imobilizado e suplementado com HMB (HMB) a
area de seccdo transversa do musculo foi de 1577,0+21,7 um?, e a suplementacao
nos animais cuja pata foi imobilizada (Imob-HMB) a area de seccéo transversal foi
de 1127,0+21,7 pum? (p<0,05 vs HMB), que significou reducdo de 28,5%.
Novamente, a suplementacdo com HMB aos animais com patas imobilizadas ndo

impediu a reducéo da area de seccéo transversa.
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5.5ANALISE ULTRAESTRUTURAL DAS FIBRAS MUSCULARES ESQUELETICAS

Na figura 19 esta apresentado uma micrografia eletrénica de transmisséao,
representativa, da seccdo longitudinal do musculo soOleo obtidos dos animais
controle (C), pata imobilizada (Imob) e, pata imobilizada e suplementados com HMB
(Imob-HMB).



FIGURA 19 - Micrografia eletrbnica de transmissdo, da seccdo longitudinal
miofibrilar do musculo soéleo obtido dos animais: (a) ndo imobilizados (Controle - C);

(b) grupo cuja pata foi imobilizada (Imob); e (c) grupo cuja pata foi imobilizada e os
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animais suplementados com HMB (Imob-HMB). Discos Z estdo completamente
desalinhados e desestruturados (setas finas); discos Z estdo ausentes (setas

largas); lesdes ou desorganizacédo dos miofilamentos contrateis (circulo fechado).

Uma importante caracteristica de um musculo atrofiado é a desorganizacao
dos sarcémeros e dos filamentos contrateis. A organizacao ultra-estrutural das fibras
musculares obtidas dos grupos experimentais esta apresentada na Figura 19 (a, b,
c). Na Figura 19a, os sarcomeros e as miofibrilas estéo totalmente organizados e, 0s
discos Z, acompanham esta organizacao, totalmente integros e alinhados. Na figura
19b, que é do animal cuja pata foi imobilizada, é visivel a desorganizagéo estrutural
das miofibrilas e dos seus respectivos sarcomeros, os discos Z estdo completamente
desalinhados e desestruturados (setas finas), e em algumas situacdes os discos Z
estdo ausentes (setas largas), e também é perceptivel lesbes ou desorganizacao
dos miofilamentos contréateis (circulo fechado). Assim, pode-se afirmar, pela anélise
ultra-estrutural que a imobilizacdo causou lesGes nos sarcomeros das fibras
musculares do musculo s6leo. No musculo séleo obtido de animais cuja pata foi
imobilizada e foram previamente suplementados com HMB (Figura 19c), também é
nitido a desorganizacdo estrutural das miofibrilas e dos seus respectivos
sarcomeros, discos Z completamente desestruturados e com perda de alinhamento
(setas finas), e em algumas situacfes os discos Z estdo ausentes (setas largas),
lesbes ou desorganizacdo dos miofilamentos contrateis. A analise ultra-estrutural
nos permite inferir que a suplementagdo com a HMB néo foi capaz de prevenir ou
atenuar o dano muscular.

Na figura 20 esta apresentado uma micrografia eletrbnica de transmisséao,
representativa, da secgdo transversal do musculo s6leo obtidos dos animais cuja
pata ndo foi imobilizada, mas receberam HMB (HMB) e animais com pata
imobilizada e suplementados com HMB (Imob-HMB).
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FIGURA 20 — Micrografia eletrénica de transmissdo da seccao transversal do

musculo séleo obtido dos animais: (a) pata ndo imobilizada e suplementados com
HMB (HMB); e, (b) grupo cuja pata foi imobilizada e os animais suplementados com
HMB (Imob-HMB). Lesdes miofibrilares (sinal de positivo), mitocdndrias degeneradas
(asteriscos) e também algumas normais (setas finas).
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No musculo so6leo obtido dos animais cujas patas ndo foram imobilizadas,
mas receberam suplementacdo com HMB, este metabdlito do aminoacido leucina
nao provocou alteracdo na organizacdo estrutural e ndo se observa alteracdo na
disposicédo das proteinas contrateis nas miofibrilas (Figura 20a). Por outro lado, a
imobilizacdo da pata fez com que o musculo séleo apresentasse desorganizacao
estrutural e desorganizacdo das proteinas contrateis nas miofibrilas (Figura 20b),
conforme pode-se observar pelas suas disposicdes mais distantes uma das outras,
lesGes miofibrilares (sinal de positivo), mitocéndrias degeneradas (asteriscos) e

também algumas normais (setas finas).

5.6 PROTEOLISE TOTAL DOS MUSCULOS IMOBILIZADOS

Na figura 21 estdo apresentados os resultados sobre de protedlise total nos

musculos séleo, ao final de 120 minutos de incubagéo.

150-
S
£
i
5 100- _
£ -
S
£
£ 501
>
|_
0

1
HMB Imob-HMB

FIGURA 21 — Determinacdo da proteolise muscular, ao final de 120 minutos de
incubacédo, mensurada pela liberacdo de tirosina dos musculos séleos obtidos dos
animais dos grupos controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementados com HMB
(HMB) e, pata imobilizada e suplementados com HMB (Imob-HMB). Os dados estéao
apresentados como média + EPM de 10 a 14 musculos por grupo. O mesmo

experimento foi repetido trés vezes com resultados similares.

A protedlise nos musculos dos animais do grupo controle (C) foi de 88,1+11,9

nmol.mg.*h™ e no grupo cuja pata foi imobilizada (Imob) foi de 91,0+9,8 nmol.mg.*h’
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!, No grupo suplementado com HMB (HMB) a protedlise foi de 79,2+ 8,1 nmol.mg."
'h! e nos animais com imobilizacdo da pata e suplementados com HMB (Imob-
HMB) a protedlise foi de 83,8+9,4 nmol.mg.?h™. O procedimento de imobilizacéo
atrofiou a musculatura esquelética alvo conforme demonstrado pela area de seccéo
transversa do musculo séleo (Figura 18), mas por este achado nos ndo podemos
afirmar que isto foi decorrente de um aumento na protedlise, uma vez que nao
encontramos diferenca significativa entre imobilizados ou ndo e suplementados ou

nao.
5.7 PROTEOLISE TOTAL DOS MUSCULOS DOS ANIMAIS EM JEJUM

Nas figuras 22 e 23 estdo apresentados os resultados sobre a protedlise total
dos musculos s6leo e extensor longo dos dedos (EDL) respectivamente, dos animais

submetidos a um jejum de dois dias suplementados ou ndo com HMB.
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FIGURA 22 — Determinacdo protedlise total, pela liberagdo de tirosina, pelos
musculos soleos, obtidos dos animais alimentados, submetidos a um jejum de dois
dias suplementados com HMB (Jejum+HMB) ou o veiculo (Jejum+CaCO3). Os
dados estdo apresentados como média + EPM de 8 a 9 musculos por grupo. O

mesmo experimento foi repetido duas vezes com resultados similares.
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FIGURA 23 — Determinagcdo protedlise total, pela liberacdo de tirosina, pelos
musculos EDL, obtidos dos animais alimentados, submetidos a um jejum de dois
dias suplementados com HMB (Jejum+HMB) ou o veiculo (Jejum+CaCO3). Os
dados estdo apresentados como média + EPM de 8 a 9 musculos por grupo. O
mesmo experimento foi repetido duas vezes com resultados similares. (*) p < 0,05

guando comparado ao grupo alimentado.

A protedlise total (hmol.mg.?h™) mensurada pela liberacdo de tirosina, nos
musculos dos animais do grupo alimentado, jejum+CaCO3, e jejum+HMB. No
musculo sdéleo (Figura 22) nédo foi observado diferenca na protedlise entre 0os grupos
investigados (p>0,05). Por outro lado, no EDL (Figura 23), no grupo alimentado a
taxa de protedlise foi de 36,0+2,6 nmol.mg.’h™. A inducdo de 48 horas de jejum
elevou a protedlise em 45,1+2,4 nmol.mg.*h™, que representou um aumento de
25,3% no grupo suplementado com HMB (Jejum+HMB). No controle jejuado
(Jejum+CaCOs) a protedlise foi de 46,1+1,6 nmol.mg.*h™, que significou elevacado

em 28,0% no, a qual néo foi diferente do suplementado com HMB (p>0,05).
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5.8 PEROXIDACAO LIPIDICA DA MUSCULATURA ESQUELETICA

A producéao de lipoperoxido, pela musculatura esquelética obtida dos animais

cujas patas foram imobilizadas ou ndo e, suplementados ou ndo, esta apresentada

na figura 24.
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FIGURA 24 — Peroxidacdo lipidica nos musculos soéleos obtidos dos animais
controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado com HMB e, pata imobilizada
suplementados com HMB (Imob-HMB). Os dados estdo apresentados como média +
EPM de 7 a 9 musculos por grupo. O mesmo experimento foi repetido duas vezes

com resultados similares. (%) p < 0,05 quando comparado ao C e HMB.

A peroxidacdo lipidica (nmol.mg™ de proteina) no grupo controle foi de
0,012+0,004. A imobilizacdo induziu a uma elevacdo da peroxidacéo lipidica de
0,039+0,006, a qual foi de aproximadamente 3,2 vezes maior que a do C (P<0,001).
O grupo cuja pata nao foi imobilizada, mas recebeu suplementagédo com HMB (HMB)
teve a peroxidagdo similar & do C (P>0,05) sendo de 0,018+0,005. J& no grupo
imobilizado e suplementado com HMB (Imob+HMB) a peroxidacdo foi de
0,043+0,006, a qual foi similar a do grupo imobilizado mas nao suplementado
(P>0.05), contudo foi de aproximadamente 2,4 vezes maior que a do grupo HVB

(P<0,001).
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5.9 EXPRESSAO PROTEICA DA SUBUNIDADE p65 DO NF-kB
Na figura 25 esta apresentada uma banda, ilustrativa, da expressao protéica

da subunidade p65 do NF-kB e os resultados gerais obtidos deste fator de

transcricdo em forma de grafico de colunas.
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FIGURA 25 — Expressdo protéica da subunidade p65 do NF-kB em unidades
arbitrarias (U.A.), nos musculos séleos obtidos dos animais controle (C), pata
imobilizada (Imob), suplementado com HMB e, pata imobilizada suplementados com
HMB (Imob-HMB). Os dados estdo apresentados como média + EPM de 09 a 11
musculos por grupo. O mesmo experimento foi repetido trés vezes com resultados

similares.

A expressao protéica do NF-kB (U.A.) foi de 173,3 + 5,6 e 170,2 £+ 4,9 para 0s
musculos obtidos dos animais controle (C) e com patas imobilizadas (imob),
respectivamente. Os animais do grupo suplementado com HMB (HMB)
apresentaram o mesmo perfil de valores de expressao protéica, ou seja, 173,3 + 2,7
e 173,1 + 3,4 para o grupo com pata n&o imobilizada e, imobilizado e suplementado
com HMB (Imob+HMB), respectivamente. Assim, os valores obtidos referentes a
expressdo protéica do NF-kB ndo diferiram significativamente em nenhum dos
grupos e também em nenhum dos controles internos dos respectivos grupos.
(p>0,05)



68

5.10 PRODUCAO DE LACTATO DA MUSCULATURA ESQUELETICA EM
MEIO DE INCUBACAO

A producéo de lactato em meio de incubacéo, pela musculatura esquelética
dos animais submetidos a suplementacdo com placebo e HMB, esta apresentada na

figura 26.
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FIGURA 26 — Producéo de lactato pelo musculo so6leo incubado obtido dos animais
dos grupos controle (C), pata imobilizada (Imob), suplementado com HMB e, pata
imobilizada suplementados com HMB. Os dados estédo apresentados como meédia +
EPM de 13 a 15 musculos por grupo. O mesmo experimento foi repetido trés vezes

com resultados similares. (*) p<0,05 quando comparado ao C e HMB,

A producdo de lactato (umol.g*h™ de tecido) pela musculatura esquelética
(Figura 26) no grupo controle (C) foi de 16,6+1,0. Apos sete dias de imobilizacdo, a
atrofia muscular elevou significativamente a producdo de lactato para 34,1+2,5 a
qual foi aproximadamente 2 vezes maior que a do C (P<0,001). A producgédo de
lactato pelo grupo cuja pata n&do foi imobilizada, mas foi suplementado com HMB
(HMB) foi de 17,0+1,7, a qual néo foi diferente do grupo controle (P>0,05). No grupo
com pata imobilizado e suplementado com HMB (Imob-HMB) a producéo de lactato
foi de 35,6+3,5, significativamente maior que a do grupo HMB (P<0,001). A
suplementacdo com HMB ndo atenuou a producdo de lactato dos musculos

atrofiados a qual foi similar & do grupo controle (p>0,05).
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6. DISCUSSAO

A musculatura esquelética € um tecido que contribui com aproximadamente
40% da massa corporal total, responsavel por funcbes bésicas como locomocéao,
controle do metabolismo, respiracdo, etc. A musculatura esquelética apresenta
elevada plasticidade, com a capacidade de alterar o seu tamanho e a sua
composicdo de fibras em respostas as mudancas das sobrecargas mecanicas
impostas sobre ela (FLUCK; HOOPELER, 2003) (figura 28).
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FIGURA 27 — Vias que controlam simultaneamente a hipertrofia e a atrofia muscular
esquelética (adaptado de HOFFMAN; NADER, 2004; HU, et al.; 2009).

O treinamento resistido e o suporte nutricional estimulam a hipertrofia
muscular, a qual € caracterizada pelo aumento no tamanho, conteudo protéico e
forca muscular (JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN; JACKMAN, 2006).
Inversamente, a inatividade prolongada da musculatura esquelética, que ocorre em
situacdes como repouso total (bed rest), imobilizagdo do membro, microgravidade e

as lesbes da medula espinhal, resulta em perda de massa muscular, comumente
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conhecida como atrofia muscular (JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN;
JACKMAN, 2006). A atrofia da musculatura esquelética é também uma complicacao
devastadora de muitas doencas como o cancer, AIDS, sepse, diabetes, doenca
obstrutiva pulmonar crénica (DPOC), insuficiéncia cardiaca, terapia com elevada
doses de glicocorticéides, lesbes por queimaduras e fibrose cistica (TISDALE, 2009;
VENTADOUR; ATTAIX, 2006). Portanto, pode-se inferir que a atrofia muscular pode
surgir de situacdes que resultem em diminuicdo da sintese protéica, aumento da
taxa de protedlise ou de ambas (VENTADOUR; ATTAIX, 2006). Diante disto, utilizar
meios que possam intervir com os efeitos devastadores da atrofia muscular é
extremamente importante, pois isto teria impacto direto sobre a capacidade da
musculatura esquelética em realizar suas funcdes basicas.

A suplementacdo com o HMB foi relatada ser capaz de diminuir,
significativamente, a protedlise induzida pelo exercicio, mensurada pela
concentracdo de 3-metil-histidina na urina (NISSEN, et al., 1996), além de aumentar
a massa magra (VUKOVICH, STUBBS, BOHLKEN, 2001; JOWKO, et al., 2001). A
suplementacdo com HMB, também foi mostrado ser habil em inibir a degradacéo
protéica e estimular a sintese protéica, em ratos em estado de caquexia (SMITH, et
al., 2005). O efeito do HMB sobre a atrofia muscular induzida pelo tumor € mediado
pela inibicdo da secrecdo do fator indutor de protedlise (PIF), produzido pelo tumor.
Este fator foi demonstrado ser capaz de aumentar a atividade da via da ubiquitina
proteassoma, através da sinalizacao que leva a ativacdo do NF-kB (SMITH, et al.,
2004). Este por sua vez causa severa degradacdo muscular, em ratos (CAl, et al.,
2004).

No presente estudo em que ambos os grupos que tiveram suas patas
imobilizadas, submetidos & suplementacdo ou ndo com HMB, apresentaram
diminuicdo significativa da massa corporal ao sétimo dia de imobilizacdo quando
comparado ao primeiro dia. Este nosso achado corrobora o de outros que também
demonstraram que a atrofia pela imobilizagdo do membro posterior resulta em perda
da massa corporal (ANSVED, 1995; HARJOLA, et al., 2000), e foi sugerido que estes
resultados parecem estar relacionados a menor ingestdo de alimentos devido a
limitacdo de movimento e ao estresse provocado pela imobilizagdo (ANSVED, 1995).
Estudo prévio demonstrou que a suplementacdo com HMB durante um periodo de
oito semanas, foi capaz de aumentar a massa corporal de ratos da linhagem Wistar
(NUNES, et al., 2008). Nosso dado difere do de Nunes et al., talvez porque fizemos
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suplementacdo apenas por uma semana, utiizando a mesma dosagem. Isso
demonstra que o fator tempo desempenha papel fundamental no estabelecimento de
ganho de massa corporal. Isto também poderia explicar o porque da falta de efeito
observado nos animais imobilizados quando submetidos a suplementacdo com HMB.
A suplementagdo com HMB durante um periodo de nove dias em camundongos
portadores do tumor MAC16 promoveu atenuacdo na perda de massa corporal
induzida pela presenca do tumor, contudo, apesar do tempo proximo ao do presente
estudo, estes efeitos somente aconteceram em doses de 125 a 250 mg.kg.'d™
(SMITH, WYKE, TISDALE, 2005), ou seja, aproximadamente de duas a quatro vezes
maior que a dose por nés investigada. foi escolhida esta dose, porque esta € uma
dose fisioldgica, talvez em situacao patolégica haja necessidade de incremento de
dosagem para observacdo de efeito benéfico quanto a ganho de massa corporal,
preferencialmente a massa magra. Esta nossa hipétese pode ser suportada pelos
estudos que utilizaram doses de 50 mg.kg.*d™* (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005), o
qgual € uma dose menor, mas proxima a que usamos no presente estudo, onde os
autores relataram que essa dose ndo foi capaz de atenuar a perda de massa
corporal. A suplementacdo com 3 g.d* de HMB durante nove semanas foi ineficaz
em alterar a composicado corporal (percentual de gordura e massa magra) em
particular a massa corporal total em humanos, quando realizada em conjunto com o
treinamento resistido (THOMSON, WATSON, ROWLANDS, 2009). Ao reunir todos
estes estudos, percebe-se que os resultados ainda ndo séo claros e, que doses
fisiolégicas de suplementagdo com HMB parecem ser ineficazes sobre a massa
corporal, principalmente, quando o animal € submetido a condi¢cdes estressantes,
como a imobilizacdo da pata ou cancer.

Uma forma eficiente para avaliar se o modelo de inducdo de atrofia esta
realmente atrofiando a musculatura alvo, € mensurar alteragdes no peso muscular
(SMITH, WYKE, TISDALE, 2005; GOLDSPINK, 1977; COUTINHO, et al., 2002;
GOMES, et al., 2004; CARON, et al., 2009). No presente estudo, encontramos
diminuicdo da massa dos musculos submetidos ao procedimento de imobilizagdo nos
animais de ambos o0s grupos (suplementados ou nao), demonstrando que a
imobilizacdo foi capaz de atrofiar a musculatura alvo. Estes dados estdo em
consonancia com os de outros estudos, nos quais verificaram que a imobilizacao
resultou em menor massa muscular quando comparada a massa muscular do
membro ndo imobilizado (GOLDSPINK, 1977; COUTINHO, et al., 2002; GOMES, et
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al., 2004; HARJOLA, JANKALA, HARKONEN, 2000). Além do mais, encontramos
que a suplementacdo com HMB nao foi capaz de atenuar a perda de massa
muscular do soOleo da pata imobilizada quando comparada a do séleo da pata
imobilizada do grupo nao suplementado. Em outro estudo, foi verificado que a
suplementacdo com HMB foi capaz de aumentar o peso do séleo de camundongos
portadores do tumor MAC16, ap6s oito dias de inoculacdo do tumor (SMITH, WYKE,
TISDALE, 2005). Contudo, a concentracdo de HMB utilizada no estudo foi de 250
mg.kg.d* (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005), diferente da concentracdo utilizada no
presente estudo (76 mg.kg.?d™?), ou seja, uma dose de aproximadamente quatro
vezes maior, do que a considerada fisiologica. Novamente, a dose de HMB utilizada

no nosso estudo foi de 76 mg de HMB.kg. dia ™

, porqué é a dose equivalente a
utiizada em estudos envolvendo a suplementacdo com HMB em humanos
(GALLAGHER, et al., 2000a), o qual, corresponde a aproximadamente 3-6 g.dia™ de
HMB para um individuo de 80 kg (GALLAGHER et al., 2000a; NUNES ;
FERNANDES, 2008).

Outro parametro utilizado para verificar, quantitativamente, a atrofia muscular
€ por meio da analise da &area de seccdo transversa das fibras musculares
(COUTINHO, et al., 2002; GOMES, et al., 2004; CARON, et al., 2009). Tem sido
proposto que o efeito anabdlico da suplementacdo com HMB estd na sua
capacidade de atenuar o aumento da taxa de protedlise (NISSEN, et al., 1996;
NISSEN; ARUMBAD, 1997), efeito muito comum que ocorre em situacbes que
resultem em atrofia muscular induzida pela imobilizacdo ou repouso no leito
(JACKMAN; KANDARIAN, 2004; KANDARIAN; JACKMAN, 2006).

O presente estudo demonstrou, por meio da analise da &rea de seccédo
transversa das fibras musculares, que a imobilizagao atrofiou significativamente as
fibras musculares dos musculos imobilizados quando comparados aos musculos
controle da pata contra-lateral de ambos os grupos. Estes resultados estdo de
acordo com os resultados relatados por outros estudos (COUTINHO, et al., 2002;
GOMES, et al., 2004; CARON, et al., 2009). Porém, a suplementacdo com HMB nao
foi capaz de atenuar a diminuicdo da area de seccdo transversa das fibras
musculares do soleo imobilizado, quando comparada a do soleo imobilizado do
grupo néo suplementado (placebo). Talvez a explicacao para tal achado resida na

equacgao tempo x dose.
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Em outro estudo publicado recentemente foi demonstrado que a atrofia
muscular induzida pelo desuso, causa lesbes ultra-estruturais nos sarcoOmeros
(SALAZAR, MICHELE, BROOKS, 2010), resultados estes que corroboram os
resultados obtidos aqui. Contudo, até o presente momento, nenhum estudo procurou
analisar quais os efeitos da suplementacdo com HMB, em nivel ultra-estrutural sobre
o sarcOmero de musculo atrofiado. Os resultados obtidos aqui, ha dose e modelos
utilizados, ndo dao suporte para a hipétese proposta sobre a suplementacdo com
HMB, ou seja, efeito anabdlico, anti-proteolitico, protetor contra lesbes musculares
(NISSEN, et al., 1996; NISSEN; ARUMBAD, 1997; WILSON, WILSON, MANNINEN,
2008).

Um dos principais achados sobre o papel do HMB é a demonstracdo de seu
efeito inibidor da protedlise (NISSEN, et al., 1996; NISSEN; ARUMBAD, 1997). Outra
caracteristica da atrofia muscular, além de diminuida area de secc¢do transversa,
perda de peso muscular e aumentada lesdo estrutural, € a aumentada taxa de
protedlise. A protedlise total foi avaliada por meio da liberacdo de tirosina no meio de
incubacdo na presenca de ciclohexamida, para bloquear processo de sintese
protéica. Portanto, a concentracdo de tirosina no meio de incubacéo refletiria a taxa
de quebra de proteina total (BAVIERA, et al.,, 2008; GOLDSPINK, 1977;
TAILLANDIER, et al., 1996; GOODMAN, MCELANEY, RUDERMAN, 1981). A partir
disto, investigamos se na dose e tempo utilizado haveria efeito anabdlico do HMB
sobre a musculatura esquelética em estado de atrofia, pois o0 HMB tem efeito anti-
proteolitico (NISSEN, et al., 1996; NISSEN; ARUMBAD, 1997; WILSON, WILSON,
MANNINEN, 2008). Interessantemente, o procedimento de imobilizagdo, ao contrario
do que esperavamos, ndo aumentou a protedlise na musculatura esquelética
imobilizada. Estudo de atrofia muscular induzida pelo desuso a partir da imobilizagao
da pata posterior, demonstrou que a sintese protéica estava diminuida em seis
horas apos a imobilizacdo, e um maior decréscimo na sintese protéica ocorreu com
0 aumento do periodo de tempo de imobilizagdo (GOLDSPINK, 1977). As mudancas
na protedlise foram mais lentas do que as mudancas na sintese no inicio da
imobilizagdo do musculo sdleo (GOLDSPINK, 1977). Depois de dois dias, a
protedlise estava aumentada, quando esta foi expressa por mg de musculo, porém,
quando esta era expressa pelo peso total do muasculo, a taxa de degradacao
protéica estava diminuida, indicando que o percentual de perda de peso excede o

percentual de aumento na protedlise (GOLDSPINK, 1977). Como nao investigamos
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a sintese protéica no musculo esquelético, ndo podemos descartar esta
possibilidade, contudo demonstramos que ao sétimo dia, a protedlise, expressa por
nmol de tirosina por mg de musculo, ao final de duas horas de incubacéo, ndo
estava significativamente aumentada. Isto da um indicativo que devemos investigar
a sintese protéica o que talvez ajude a entender o fendbmeno. Investigagcbes em
humanos sobre o turnover protéico em situacao de desuso relataram que a variavel
primaria que muda e auxilia na perda de massa muscular € a reducdo da sintese
protéica, a qual nestes individuos se encontrava diminuida tanto no estado pos-
absortivo quanto no pés-prandial, enquanto que a protedlise muscular parece ndo se
alterar (PHILLIPS, GLOVER, RENNIE, 2009). Existem estudos demonstrando que a
atrofia muscular induzida pelo desuso, a0 menos nos periodos iniciais ocorrem por
diminuicdo da sintese protéica ao invés de aumento da protedlise e, que apos esta
fase inicial, a protedlise passa a ser determinante para o processo de atrofia
muscular (figura 28) (THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989; THOMASON, BOOTH,
1990).
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FIGURA 28 — Taxa de sintese e degradacdo estimada no soéleo a partir do modelo
de suspensdo da cauda. A figura demonstra que ao dia 0 de suspensédo da pata
posterior, 0s animais ndo apresentam perda no conteudo de proteina miofibrilar,

contudo, ao segundo dia, a perda de proteina (atrofia muscular) era decorrente de
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uma queda na sintese protéica ao invés de um aumento na protedlise, e isto
persistiu até o quarto dia. Somente ao sétimo dia a atrofia era decorrente tanto de
uma queda da sintese protéica quanto de um aumento da protedlise. A linha azul
demonstra que ao quarto dia de suspensédo da pata posterior, a protedlise retorna
aos valores basais, e a linha verde, demonstra que somente ao sétimo dia a
protedlise se eleva (adaptada de THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989).

Informacdes sobre sintese e degradacao protéica estdo explicitadas na Figura
28. Em sete dias do modelo de baixa exposicdo a sobrecarga na musculatura
esquelética, a sintese protéica diminui, e foi determinante para a atrofia muscular
(THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989). Em adicdo, a protedlise diminuiu nos
periodos iniciais de atrofia muscular, e que somente no quarto dia, ocorreu
equivaléncia em relacdo aos valores iniciais (THOMASON, BIGGS, BOOTH, 1989).
Apesar do estudo ndo demonstrar, pode-se postular que a diferenca entre o quarto e
o sétimo dia ndo é grande o suficiente para ser significativa. Nossos resultados
corroboram estes achados porém, apesar de serem modelos caracterizados como,
modelos de atrofia muscular induzida pelo desuso, metodologicamente sdo modelos
diferentes um do outro, mas mecanicamente idénticos.

Homens jovens submetidos a imobilizacdo da perna, devido a uma fratura,
apresentaram grande reducao da sintese protéica (GIBSON, et al., 1987; GIBSON,
et al., 1988). Estes autores sugerem que a queda da protedlise, que acompanhava a
queda da sintese protéica, poderia ser uma mudanca adaptativa, pois se iSso nado
ocorresse, a atrofia ocorreria numa velocidade muito maior do que comumente
ocorre (GIBSON, et al., 1987). A queda na sintese protéica no periodo pos-prandial,
fenbmeno conhecido como resisténcia anabdlica pode ser acompanhada por uma
diminuida protedlise (GLOVER, et al., 2008; PHILLIPS, GLOVER, RENNIE, 2009). A
imobilizagdo unilateral do joelho em humanos jovens e saudaveis diminui
significativamente a sintese protéica miofibrilar no quadriceps no estado pos-
absortivo (GLOVER, et al., 2008). A infusdo de baixa e alta dose de aminoacidos (43
e 261 mg.kg™.h™), ndo aboliu os efeitos da imobilizacdo sobre a atrofia muscular,
demonstrando que nesta situacdo, os individuos encontravam-se em resisténcia
anabdlica a infusdo de aminoacidos (GLOVER, et al., 2008). Assim, a maior perda
da massa muscular na atrofia pela imobilizacdo parece ser é decorrente da queda

da sintese protéica.
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Humanos treinados, que realizaram em média sete horas de treinamento de
forca, semanalmente, por 28 dias, juntamente com a suplementacéo de O, 3, ou 6
gramas de HMB diariamente, ndo obtiveram reducéo significante dos marcadores de
lesdo muscular, massa corporal gordurosa, aumento de massa magra ou
performance no levantamento de peso (teste de 1 repeticdo maxima) (KREIDER, et
al., 1999). Outros estudos tém também relatado resultados similares (HEWITT, et al.,
2006; SLATER, et al.,, 2001; WILSON, et al.,, 2009; PADDON-JONES, KEECH,
JENKINS, 2001). No estudo atual, foi verificado que a imobilizacdo do membro
resulta em diminuicdo do peso muscular, da area de seccao transversa das fibras
musculares e causa lesfes nos sarcomeros dos musculos atrofiados, sendo esta
altima, um marcador direto de lesdo muscular. Além do mais, a suplementacdo com
HMB néo foi capaz de atenuar estas alteracbes decorrentes da atrofia, resultados
que estdo de acordo com os estudos publicados previamente, nos quais, também
demonstraram que o HMB néo altera os indicadores indiretos de lesdo muscular
(HEWITT JENNIFER, et al.,, 2006; SLATER, et al., 2001; WILSON, et al., 2009;
PADDON-JONES, KEECH, JENKINS, 2001).

Para confirmar se os resultados obtidos nos ensaios realizados estavam
corretos e demonstrar que ndo ocorreram erros técnicos, foi realizado outros ensaios
utilizando ratos jovens Wistar (~120g), submetidos a um jejum de 48 horas e
suplementados com HMB durante este mesmo periodo. Encontramos apos 48 horas
de jejum, que o séleo dos animais dos grupos suplementados com HMB ou nao, nédo
apresentavam aumento na protedlise total. Interessantemente o masculo EDL, que é
um muasculo rico em fibras do tipo Il, dos animais submetidos ao jejum
suplementados ou ndo com HMB, apresentaram aumento na protedlise total quando
comparados ao EDL dos animais do grupo alimentado. O aumento na protedlise
total verificado para o musculo EDL nos permite confirmar que os dados dos ensaios
estavam corretos e ndo eram artefatos de técnica. Além do mais, sugerem que pelo
menos no jejum de 48 horas, existe uma diferenca na protedlise para musculos de
diferentes composi¢cdes predominantes de fibras musculares, com o EDL sofrendo
uma maior protedlise em comparacao ao séleo, musculo rico em fibras do tipo I. Tem
sido demonstrado que ratos Wistar jovens, quando submetidos ao jejum de 48
horas, apresentam uma diminui¢do da sintese protéica nas primeiras 24 horas tanto
no s6leo como no EDL (LI; GOLDBERG, 1976). No entanto, a protedlise foi maior no

segundo dia para o EDL quando comparado ao sOleo e as maiores mudancas na
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sintese e degradacédo no EDL quando comparados ao séleo, podem conferir ao EDL
uma maior perda de peso em relagdo ao soéleo (LI; GOLDBERG, 1976). Parece que
a atrofia induzida pelo jejum ocorre devido aos aumentos nas concentracdes de
cortisol e diminuicbes das concentracdes de insulina (GOLDBERG; GOODMAN,
1969). Além do mais, utilizam-se na maioria dos estudos os musculos brancos como
o EDL, porque estes musculos sdo mais sensiveis aos glicocorticoides do que os
muasculos vermelhos, como o séleo (GOLDBERG; GOODMAN, 1969). Estes
achados ajudam a explicar os resultados obtidos no presente estudo, o qual
demonstrou que a proteodlise encontrava-se aumentada apos 48 horas de jejum no
EDL quando comparada a do séleo. Foi verificado também, que a suplementacéo
com HMB nao atenuou a protedlise observada no EDL dos animais submetidos ao
jejum, quando comparado aos animais do grupo placebo e do grupo alimentado. Foi
relatado que em musculo EDL obtidos de animais submetidos a jejum de 48 horas, a
presenca de 10 mM de leucina no meio de incubacdo, ndo atenuou os efeitos
proteoliticos do jejum (BUSQUETS, et al., 2002). No entanto, ndo € possivel postular
gue o jejum possa ser tdo estressante quanto a imobilizagdo para induzir resisténcia
anabdlica, apenas que a suplementacdo com HMB nédo foi capaz de atenuar a
protedlise muscular nestes individuos.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas na musculatura
esquelética inativa, assim como na musculatura esquelética submetida ao esforco
fisico (POWERS, et al., 2010). Quando a producdo de EROs na célula excede a
capacidade de eliminar estes oxidantes, o estresse oxidativo ocorre. Um estado pro-
oxidante nas células pode alterar a estrutura e funcdo das proteinas, lipidios e
acidos nucléicos, resultando em leséo celular, e, em circunstancias estremas morte
celular (POWERS, KAVAZIS, MCCKUNG, 2007). Os primeiros radicais gerados nas
células sdo o anion superoxido e o oOxido nitrico e, ambos podem ativar uma
variedade de sinalizacéo celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007 apud POWERS,
et al., 2010). O anion superoxido é gerado pela adicdo de um elétron ao oxigénio no
estado molecular, e isto pode ocorrer via transferéncia de um elétron na mitocéndria
e por muitos sistemas enzimaticos localizados nas células (POWERS, et al., 2010).
Especialmente, a producédo de anion superoxido, pode ocorrer em muitos locais na
musculatura esquelética, incluindo mitocondria, reticulo sarcoplasmatico, tubulos

transversos, sarcolema e citosol (POWERS, et al., 2010), figura 29.
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FIGURA 29 — llustracdo das potencias fontes de producdo de EROs na musculatura
esquelética. Note que o anion superoxido pode ser produzido em muitos sitios na
fiora muscular, incluindo, NADPH oxidase, xantina oxidase e mitocondria. Oxido
nitrico (NO’), anion superoxido (027), peroxido nitrito (ONOQO’) (adaptado de
POWERS, et al., 2010).

O pero6xido de hidrogénio (H,0,) ndo é um radical e € um fraco oxidante, com
meia vida relativamente longa, e esta longa meia vida permite sua difusdo nas
células e passagem através das membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007 apud POWERS, et al., 2010). Além do mais, o H,O, reage com diferentes
moléculas na célula e pode ativar uma variedade de vias de sinalizacdo (POWERS,
et al., 2010). Coletivamente, estas propriedades tornam o H,O, importante molécula
de sinalizacdo das EROs na célula (VEAL, et al., 2007). Estudos iniciais mostraram
que a atrofia induzida por imobilizacdo da musculatura esquelética estava associada
com a aumentada producdo de radicais livres de oxigénio, resultando em leséo
oxidativa nas fibras musculares inativas (KONDO, et al., 1992; KONDO, NISHINO,
ITOKAWA, 1994). Como mencionado anteriormente, a PKR esta envolvida na
formacdo EROs (ELEY, et al., 2008), e a formacdo de EROs parece ser o
mecanismo chave da atrofia muscular induzida pelo desuso (POWERS, KAVAZIS,
MCCKUNG, 2007). Contudo, quando se expde as linhagens de células C2C12 em
meio de cultura ao TNF-a ou angiotensina Il, um aumento na protedlise por meio da
ativacdo da PKR. Apds 30 minutos de exposi¢do existe um aumento na producéo de

Eros, o qual resulta na ativacdo das caspases-3 e -8. Ao colocar neste meio de
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cultura o HMB (50uM), este tem a capacidade de atenuar a ativacdo da PKR (ELEY,
et al., 2008), e consequientemente, a formacdo de EROs. Neste sentido, se o HMB
atenuar a ativacdo da PKR e consequientemente a formacédo de EROs, ele poderia
atenuar a atrofia muscular em musculos que sdo submetidos a um procedimento
gue resulte em atrofia.

No presente estudo, a atrofia muscular induzida pela imobilizagdo elevou
significativamente a producéo de lipoperéxidos na musculatura esquelética dos ratos
suplementados ou ndo com HMB. Porém, diferentemente do que se esperava, a
suplementacdo com HMB néo atenuou a producao de lipoperoxidos dos muasculos
atrofiados. Estes resultados novamente contrariam a hipétese inicial do estudo, a
qual sugeriu que a suplementacdo com HMB atenuaria a atrofia muscular induzida
pela imobilizacdo, assim como os marcadores da atrofia muscular.

O NF-kB representa uma familia de cinco fatores de transcricdo (p65 ou Rel
A, Rel B, c-Rel, p52 e p50), nos quais medeiam uma variedade de processos
dependendo do tipo célula e dos seus respectivos ativadores (JACKMAN;
KANDARIAN, 2004). Exemplos incluem os efeitos sobre apoptose, imunidade e
inflamacéo, e, desenvolvimento e diferenciacdo celular (BALDWIN, 1996). Existem
muitas evidencias de estudos in vitro, modelos experimental animal e de doencas
em humanos, sugerindo que a ativacdo do NF-kB pode levar a atrofia muscular (LlI;
MALHOTRA; KUMAR, 2008). Foi relatado perda de massa muscular através da
protedlise dependente do proteassoma, pois a expressdo da ubiquitina ligase
MuRF1, estava aumentada em ratos com a forma constitutivamente ativa do MIKK,
uma quinase especifica do musculo para a IKK (CAl, et al., 2004). Isto mostra que
existe ligacdo entre a via do NF-kB com a via da ubiquitina proteassoma ATP-
dependente. Por outro lado, o cultivo de miotibulos C2C12 na presenca de HMB
inibiu a PKCa e consequentemente diminui a atividade e a expressado de
componentes do sistema ubiquitina proteassoma ATP-dependente (SMITH, WYKE,
TISDALE, 2004). Em estudo posterior, 0s mesmo autores demonstraram haver
diminuicdo da expresséo das subunidades alfa e beta da estrutura 20S e da proteina
p42 da estrutura 19S do complexo 26S do proteassoma, apos a suplementagédo com
HMB (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005). Como todos os membros da familia do NF-
kB sdo expressos na musculatura esquelética (HUNTER, et al., 2002), e devido ao
seu envolvimento na atrofia muscular, verificar quais os efeitos da suplementacao

com HMB sobre a atrofia muscular e do fator de transcricdo chave da atrofia
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muscular é essencial, pois, o HMB poderia ser utilizado como medida terapéutica
atenuadora contra a perda de massa muscular. No presente estudo, a expressao do
conteudo total da subunidade p65 do NF-kB néo diferiu significativamente entre os
musculos imobilizados e ndo imobilizados dos grupos suplementados ou ndo com
HMB. Neste sentido, pode-se sugerir que a subunidade p65 do NF-kB, apesar de
presente na musculatura esquelética, ndo esta envolvida com a atrofia muscular
induzida pela imobilizacdo durante sete dias de imobilizacdo. E provavel também,
gue a nao observacao de alteracdo desta subunidade seja decorrente do periodo de
tempo de exposigcdo a imobilizagdo do membro. Outro resultado diferente do
esperado é o efeito da suplementacdo com HMB sobre a expressdo do NF-kB, pois,
esperava-se que o HMB diminuisse a expressao deste fator de transcricdo, como foi
demonstrado em outros estudos (SMITH, WYKE, TISDALE, 2004; SMITH, WYKE,
TISDALE, 2005; ELEY et al., 2007). Como demonstrado anteriormente, o0s
resultados dos estudos envolvendo a suplementacdo com HMB s&o contraditérios,
e, se o HMB realmente diminui a expressdao do NF-kB, talvez estes diferentes
resultados possam ser decorrentes do modelo experimental utilizado para induzir
atrofia muscular, ou, do periodo de tempo de suplementacdo com HMB e, até
mesmo da dose de HMB utilizada nos estudos.

Em resposta ao diminuido uso, a musculatura esquelética sofre um
remodelamento redutivo adaptativo (STEIN; WADE, 2005) demonstrando que o
perfil do fendétipo metabdlico mensurado pelas atividades das enzimas lactato
desidrogenase e da citrato sintase (VERMAELEN, et al., 2007) esta alterado. Pouco
se sabe sobre as consequéncias metabolicas associadas com a atrofia induzida pelo
desuso, sobre o produto destas enzimas. No presente estudo, o fenétipo metabdlico
da musculatura esquelética foi avaliado indiretamente pela producdo basal de
lactato. A atrofia muscular elevou significativamente a producdo de lactato pela
musculatura esquelética imobilizada em comparacdo a nao imobilizada. Em outros
estudos, foi demonstrada alteragédo fenotipica na musculatura esquelética sujeita a
suspensao da pata posterior, o qual diminui a propor¢cdo de fibras do tipo I, e
aumentou a proporcdo de fibras hibridas do tipo | e do tipo lla no sdleo
(DESPLANCHES, et al., 1987). Além do mais, este modelo de atrofia muscular leva
a mudanca na cadeia pesada (MHC) de miosina lenta para rapida, demonstrando
que a proporcao da isoforma lla da MHC eleva-se no s6leo (MCDONALD; FITTS,
1993; THOMASON; HERRICK; BADWIN, 1987).
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Tem sido demonstrado previamente que a imobilizacdo do membro posterior
durante cinco dias, ndo alterou a atividade da enzima citrato sintase ou a expressao
da isoenzima lactato desidrogenase entre os musculos controle e imobilizados tanto
do séleo quanto do musculo plantar (VERMAELEN, et al., 2007). Porém, tem estudo
demonstrando que a suspensao da pata posterior durante 4 semanas reduz em 40%
a atividade da citrato sintase juntamente com uma mudancga nas isoformas da MHC
lenta para rapida (DUBOUCHAUD, et al.,, 1996). Com a realizacdo da atividade
contratil, as fibras do tipo | dos animais submetidos a suspenséo da pata posterior
durante duas semanas mostraram uma maior utilizagdo de glicogénio e maior
acumulo de lactato quando comparado com as fibras do tipo | controle (GRICHKO,
et al., 2000). Estes achados estdo de acordo com o0s encontrados aqui, o qual
mostrou que a producdo de lactato basal eleva-se nos musculos atrofiados
submetidos a imobilizacdo da pata posterior. Assim, os resultados obtidos no
presente estudo poderiam indicar uma alteragdo de um fendtipo lento para um
fendtipo rapido, pois as fibras musculares rapidas contém maior capacidade

glicolitica, diferente das lentas, nos quais possuem maior capacidade oxidativa.
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7. LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Parece existir apenas um estudo que verificou o efeito da suplementacdo com
HMB sobre a protedlise total, o qual encontrou efeito anti-catabolico somente com
altas doses (SMITH, WYKE, TISDALE, 2005). Portanto, nés ndo podemos descartar
a possibilidade de altas doses exercerem efeito anti-catabolico em modelo de atrofia
por imobilizacdo, mas isso precisa ser testado.

O tempo de suplementacdo também parece exercer efeito anti-catabolico em
doses fisiologicas, contudo, isto ainda ndo foi avaliado em modelo de atrofia
muscular induzida por imobilizacdo, servindo de sugestao para estudos posteriores.

Por fim, ndo avaliar a sintese protéica juntamente com a protedlise € uma
limitacdo do estudo, pois isto confirmaria se a atrofia muscular induzida pela
imobilizacdo durante sete dias é decorrente realmente de uma queda da sintese

protéica.
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8. CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo principal verificar quais os efeitos da
suplementacdo com HMB sobre a atrofia muscular induzida pelo desuso. Nos
hipotetizamos que a suplementagdo com HMB atenuaria a atrofia muscular e alguns
marcadores envolvidos com a atrofia muscular.

Foi verificado por meio do peso muscular, area de secc¢ao transversa, analise
ultra-estrutural dos sarcémeros e de protedlise total, que a suplementacdo com HMB
ndo apresenta propriedade anti-catabdlica na dose e tempo testados. Também foi
verificado que na dose e tempo testados, a suplementacdo com HMB néo foi capaz
de alterar alguns marcadores envolvidos na atrofia muscular induzida pela
imobilizagdo como: estresse oxidativo por meio da lipoperoxidacdo, expressao
protéica do conteudo total do NF-kB, e, alteracéo do fenotipo metabdlico.

Diante disto, a suplementacdo com HMB ndo apresentou propriedade anti-
catabdlica no modelo experimental utilizado no estudo atual e nédo foi capaz de
alterar os marcadores envolvidos na atrofia muscular.

Por fim, a falta de elevacdo na protedlise total na atrofia dos musculos
induzida pela imobilizacdo de sete dias, pode ser uma indicativa, de que, 0s

musculos estéo se atrofiando devido a uma diminuicdo da sintese protéica.
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