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RESUMO

Objetivo: Este trabalho teve como objetivo avaliar histologicamente o musculo séleo imobilizado e desnervado de ratos
suplementados com aminoéacidos de cadeia ramificada.

Materiais e Métodos: Para a realizacdo da pesquisa foram utilizados 30 ratos navergicus albinus machos, variedade
Wistar, com 3 a 4 meses de vida, divididos em 6 grupos (n=5) e denominados: controle (C), desnervado 7 dias (D),
imobilizado 7 dias (1), suplementado com aminoacidos de cadeia ramificada 7 dias (BCAA), desnervado suplementado
com aminoacidos de cadeia ramificada (D+BCAA) e imobilizado suplementado com aminoacidos de cadeia ramificada
(I+BCAA). Os animais desnervados passaram pelo seccionamento do nervo ciatico (1 cm). Os animais dos grupos
imobilizados receberam uma o6rtese de resina acrilica acoplada na pata posterior promovendo a imobilizagcao. Apds a
fase experimental os animais foram eutanasiados e os musculos foram analisados histologicamente. O teste de
Shapiro-Wilk avaliou a normalidade dos dados, seguido da andlise de variancia e, posteriormente, Tukey-Kramer com
nivel de significancia menor de 5%.

Resultados: A suplementacdo aumentou a area de seccao transversa da fibra muscular em 74,94% no grupo [+BCAA
e 90,37% no grupo D+BCAA em relagdo aos grupos | e D, respectivamente. Houve aumento de 97,21% na densidade
de éarea de tecido conjuntivo no grupo BCAA em relagdo ao grupo C, porém a suplementagdo promoveu redugdo de
34,44% no grupo D+BCAA em relacdo ao grupo D, no entanto, ndo houve diferenga significativa entre os grupos
I+BCAA e I.

Concluséo: Observa-se que a utilizagdo dos aminoacidos de cadeia ramificada pode diminuir a atrofia provocada pelo
desuso muscular, tanto na condicdo de desnervagdo quanto na condi¢do de imobilizagéo.

Palavras-chave: aminoéacidos de cadeia ramificada; atrofia muscular; imobilizagao; ratos.

ABSTRACT

Objective: This study aimed to histologically evaluate the soleus muscle in a state of immobilization and denervation in
rats supplemented with branched chain amino acids.

Materials and Methods: To conduct the study 30 male rats navergicus Albinus, Wistar variety, were used, with 3-4
months of age, divided into 6 groups (n=5): control (C), denervated 7 days (D), immobilized 7 days (l), supplemented
with branched chain amino acids 7 days (BCAA), denervated supplemented with branched chain amino acids (BCAA +
D) and immobilized supplemented with branched chain amino acids (BCAA + I). The animals were denervated by
sectioning the sciatic nerve (1 cm). The immobilized groups received a stent coupled with acrylic resin in the hind paw
promoting immobilization. After the experimental period the animals were euthanized and the muscles were analyzed
histologically. The Shapiro-Wilk test evaluated the normality of the data, followed by analysis of variance and then Tukey-
Kramer with significance level below 5%.

Results: Supplementation increased the cross-sectional area of the muscle fiber in 74.94% in group I+BCAA and
90.37% in group D+BCAA compared to groups | and D, respectively. There was an increase of 97.21% in the connective
tissue area density in the BCAA group compared to group C, although supplementation promoted reduction of 34.44% in
group D+BCAA compared to group D, however, there was no significant difference between groups | and BCAA+I.
Conclusions: It is observed that the use of branched chain amino acids can decrease the muscle atrophy caused by
disuse, both the condition as provided by denervation or immobilization.

Keywords: branched-chain amino acids; muscular atrophy; immobilization; rats.
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INTRODUCAO

A imobilizacéo, seja em qualquer de seus modelos, é
um recurso comumente utilizado no tratamento de
fraturas oOsseas, lesbes musculares e articulares,
rupturas ligamentares, doencas degenerativas e
também apoés cirurgiasl. Tanto a imobilizagdo quanto a
desnervacdo sdo modelos de desuso e promovem
alteracdes que podem ser observadas pela diminuigdo
do trofismo, aumento do tecido conjuntivo, diminuicdo
da taxa de sintese e aumento da taxa de degradacgéo
das proteinas miofibrilares, diminuicdo do tamanho da
célula, do nucleo, da densidade de cromatina e da
atividade celular, o que resulta, assim, na menor
capacidade de regeneracdo no musculo acometido®>.
Ademais, o0 desuso compromete a homeostasia
muscular, pois induz resisténcia a insulina, reducdo das
reservas de glicogénio, com consequente redugdo de
forca e resisténcia a fadiga®®.

Os aminoé&cidos de cadeia ramificada (BCAA) sdo a
valina, leucina e isoleucina, e correspondem
aproximadamente a 35% dos aminoacidos essenciais
das proteinas musculares. A concentracdo destes
amino4cidos é diferente em relacdo ao tipo de fibra
muscular, sendo 20-30% maior em fibras de contragcdo
lenta (tipo 1) em comparagdo aquelas de contracao
rapida (tipo 11b)°.

Os BCAA atuam na manutencéo da proteina corporal
como fonte de nitrogénio, auxiliando a sintese de
alanina e glutamina. A leucina, principalmente, estimula
0 processo de anabolismo, bem como a regulagcio dos
tanto da sintese quanto da degradacdo protéica
muscular. Apresentam também um potencial efeito
terapéutico, ja que esses aminoacidos podem minimizar
a perda de massa magra durante a reducdo de massa
corporal e favorecer o processo de regeneragdo apos
lesdo provocada por exercicios exaustivos”®. Eles s3o
pouco oxidados pelo figado, e, desta forma, grande
parte €& metabolizada nos tecidos periféricos,
principalmente no musculo esquelético’.

Segundo Solerte et al’” a suplementacé@o oral com
BCAA em sujeitos idosos com sarcopenia, promoveu
aumento da massa magra corporal, e esta melhora pode
estar ligada ao aumento da sensibilidade a insulina, a

reducdo do fator de necrose tumoral-a € ao aumento
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significativo do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF -1).

Mesmo havendo um grande interesse pela
suplementagdo com BCAA em atletas, ha escassez de
trabalhos explorando o efeito do BCAA sobre musculos
imobilizados ou desnervados. Neste sentido, segundo
Watanabe'!, a suplementacdo com BCAA foi efetiva em
manter o status nutricional dos musculos imobilizados,
demonstrando uma agédo anti-catabélica, fator este que
pode favorecer uma reabilitagdo acelerada na fase pos-
imobilizacdo, mas ndo foi realizado um estudo
morfométrico nos musculos imobilizados.

Diante do exposto, a hipotese que se levanta é que a
suplementagdo com BCAA pode atenuar as alteragfes
morfoldgicas deletérias provocadas pela imobilizagdo e
desnervacgdo. O objetivo deste trabalho foi investigar as
alteracdes morfolégicas do musculo sdleo de ratos
submetidos a desnervagcdo ou imobilizacdo e
suplementados com BCAA.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados Ratos Wistar, com idade entre 3 a 4
meses (250+50g) que permaneceram em condi¢des
controladas de biotério, submetidos a ciclo foto periddico
de 12h claro/escuro e de temperatura (23°+2°C),
alimentados com ragdo e agua ad libitum, e tratados
segundo recomendacdes do Guide for Care Use of
Laboratory Animals (National Research Council, 1996).
Esta pesquisa teve aprovacdo do Comité de Etica no
Uso de Animais da UNIMEP, protocolo n° 09/2012.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 6
grupos experimentais: controle (C), desnervado por 7
dias (D), imobilizado por 7 dias (I), suplementado com
BCAA 7 dias (BCAA), desnervado suplementado com
BCAA 7 dias (BCAA+D) e imobilizado suplementado
com BCAA 7 dias (BCAA+l). A suplementacdo com
BCAA foi administrada através da via orogastrica por
gavagem na concentragdo de 0,5 mL/dia, segundo
Kobayashi el al.*?.

Para a imobilizacdo e desnervacéo, os animais foram
anestesiados com uma mistura de Dopalen® (Cloridrato
de Cetamina) e Rompun® (Cloridrato de Xilazina) na
propor¢cdo 3:2, em dose de 0,09 mL/100g e 0,06
mL/100g de massa corporal, respectivamente, via
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intramuscular. A desnervacdo foi efetuada segundo
modelo de Coderre et al.”*, no qual a parte posterior da
coxa esquerda foi tricotomizada e uma porcao do nervo
ciatico (1 cm) foi seccionado e retirado. Para a
imobilizacdo, uma 6értese de resina acrilica foi acoplada
a pata posterior esquerda de cada animal, associada a
uma cinta de PVC ligada por rotadores laterais,
permitindo a manutencdo da articulagdo do tornozelo
em posicdo de 90° e possibilitando a liberdade de
movimento nas articulagdes do joelho e quadril, ndo
restringindo a deambulagdo do animal de acordo com o
modelo de Silva et al.’. Ap6s 7 dias de tratamento, os
animais foram decapitados, 0 musculo soleo retirado e
pesado, apds essa analise sua porcao ventral foi fixada
em solugdo tamponada de formol 10% por 24 horas, e
tratada convenientemente para inclusdo em Paraplast.

Cortes transversais ndo seriados com 7 pum de
espessura foram corados em Hematoxilina-Eosina (HE).
Para cada animal, foram selecionados 5 cortes e em
cada um deles foram captadas aleatoriamente, imagens
de 5 areas, utilizando um software Image Pro-plus® 6.2
e uma camera digital (JVC) acoplada a um microscopio
(Zeiss) com integracdo a um microcomputador. Todas
as imagens foram captadas com uma objetiva 10x,
sendo que o software permitiu visualizar as imagens em
uma area da tela (area de flame) de 190.464,12 pmz.
Para a analise da secgdo transversa das fibras foram
analisadas 15 fibras por area em cada corte, totalizando
375 fibras por animal, de forma aleatéria.

A densidade de area de tecido conjuntivo (em %) foi
obtida por meio da planimetria por contagem de
pontos“. Segundo esta técnica, no software Image Pro-
Plus® 6.2 colocamos uma tela quadriculada, composta
por 165 quadrados, com 140 intersec¢cbes de retas
sobre cada imagem de corte transversal de masculo. A
interseccdo de reta que coincidia sobre o tecido
conjuntivo era computada e a porcentagem de area foi

calculada segundo a formula:

N° de interseccbes que coincidiam sobre o tecido

conjuntivo X 100
N° total de intersecc¢des = 140

Todas as imagens foram captadas com uma objetiva

10x, sendo que o software permitiu visualizar as
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imagens em uma area da tela (area de flame) de
190.464,12 pmz. Para a andlise da seccdo transversa
das fibras foram analisadas 15 fibras por area em cada
corte, totalizando 375 fibras por animal, de forma
aleatoria.

Os dados coletados foram tabulados e posteriormente
analisados utilizando o software estatistico Graphpad
Prism 6. A andlise estatistica foi precedida pela
aplicacdo do teste Shapiro-Wilk para verificacdo da
normalidade dos dados. Para as comparacdes entre 0s
grupos o teste estatistico de analise de variancia
(ANOVA) seguido de Tukey-Kramer de comparacdes
multiplas foi feito. Em todos os casos foi adotado um
valor de p<0,05 para significancia estatistica.

RESULTADOS

A massa relativa do musculo soéleo apresentou
reducdo significativa nos grupos imobilizados e
desnervados (figura 1). A suplementacdo com BCAA,
embora tenha apresentado aumento na massa relativa,
esta ndo foi significativa (p=0,167) se comparado ao
musculo séleo do grupo controle.

Na analise morfométrica do musculo séleo, as médias
de area da secgdo transversa das fibras estédo
apresentadas na figura 2 e figura 3, na qual se pode
observar que o grupo imobilizado apresenta reducdo
significativa de 52,7% enquanto no grupo desnervado a
reducdo foi de 66,5% quando comparado ao grupo
controle.

Ao se comparar o grupo tratado com BCAA com o
grupo controle, observa-se que a média da éarea das
fiboras ndo diferiu. No entanto, no grupo imobilizado
suplementado com BCAA, houve um aumento
significativo de 74,9% em relacdo ao imobilizado, ndo
diferindo do grupo controle. No grupo desnervado
suplementado com BCAA, a média da area das fibras
mostra aumento significativo de 90,3% em relagdo ao
grupo desnervado, mas manteve-se diferente do
controle, com reducéo de 36,3%.

A figura 4 mostra em percentual, a densidade de area
de tecido conjuntivo nos diferentes  grupos
experimentais, onde se pode observar aumento
significativo de 263,7% no musculo imobilizado e

270,9% no desnervado em relacdo ao grupo controle
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FIGURA 1 — Massa relativa, em gramas, do musculo séleo
analisado dos diferentes grupos experimentais. *p<0,05 se
comparado com o grupo C.

No grupo controle tratado com BCAA, houve aumento
significativo de 97,2% na densidade de éarea de
conjuntivo quando comparado ao grupo controle. Por
sua vez, no grupo imobilizado tratado com BCAA este
parametro ndo foi alterado, mas nota-se um ligeiro
aumento (ndo significativo) de 6,4% em relacdo ao
grupo imobilizado. Ja o grupo desnervado tratado com
BCAA apresentou reducdo significativa de 34,4%

quando comparado com o grupo desnervado.

DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados mostram que a
suplementacdo com BCAA provocou alteracdes no
musculo séleo, aumentando a éarea de seccdo
transversa, tanto nos musculos imobilizados quanto nos
desnervados.

Pelo fato de ter predominantemente fibras lentas (tipo
1), o masculo soéleo foi utilizado para o estudo
morfométrico. Além disto, a arquitetura deste musculo,
com fibras paralelas ao seu longo eixo, facilita este tipo
de analise. Outro fator que condicionou esta escolha é a
maior concentragdo de BCAA na fibra muscular de
contragao lenta em relagdo a de contracéo rapida’®™®.

De acordo com a literatura, os valores normais para
seccao transversa da fibra do musculo séleo é de 2084
a 3500 pmz2'®. Neste estudo a média do grupo controle
foi de 2791,75 pm?, mostrando que a metodologia de
andlise adotada é confiavel. Dependendo do musculo
avaliado, a literatura mostra valores que variam de 1a
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FIGURA 2 — Area de seccéo transversa de fibras do musculo
séleo nos diferentes grupos experimentais. *p<0,05 se
comparado com o grupo C; #p<0,05 se comparado com o
grupo |; @p<0,05 se comparado com o grupo D.

10% de tecido conjuntivo intramuscular'’. No presente
trabalho, observou-se um valor de 8,66% no musculo
s6leo do grupo controle, demonstrando estar de acordo

com os valores da referéncia.

Os resultados apresentados para a massa relativa,
bem como para area da secg¢éo transversa do musculo
s6leo do grupo controle ndo mostraram diferenca
significativa quando comparados com os dos animais
tratados com BCAA. Holm et al.ls, relataram que a taxa
de sintese de proteinas miofibrilares sdo dependentes
da intensidade de contracdo e ndo da alimentacdo
isoladamente. Acrescentaram que somente quando ha
contracdo utilizando cargas € que as vias do complexo

MAPK e mTOR I-dependentes sdo ativadas.

Neste trabalho foi encontrado aumento na densidade
de éarea de tecido conjuntivo em miusculo séleo dos
animais tratados BCAA. Babraj et al.’®, mostraram que a
sintese de colageno em musculo esquelético e em pele
de humanos ndo se altera com a alimentagdo em
situacdo de repouso. Do mesmo modo, Holm et al.’®
relataram que fibroblastos do musculo esquelético, em
humanos, aumenta o turnover do tecido conjuntivo em
grande parte influenciada pelo estresse mecanico,
independente da intensidade de exercicio e ndo varia
com a disponibilidade de alimento. Como a matriz
extracelular ndo se restringe ao colageno, proteina
abordada nos trabalhos citados, é possivel que a
ingestdo do BCAA tenha alterado a sintese ou o
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FIGURA 3 - Micrografias do musculo séleo do grupo controle (C), controle tratado com BCAA (BCAA), imobilizado (1), imobilizado
tratado com BCAA (I+BCAA), desnervado (D), e desnervado tratado com BCAA (D+BCAA). Nota-se reducdo da area da secgdo
transversa nos musculos dos grupos | e D — seta. Nos grupos I+BCAA e D+BCAA, aumento da area das fibras, mas diferentes do
controle. As cabecas de setas mostram o tecido conjuntivo com porcentagem de area maior no grupo | e D. Com a suplementagdo com
BCAA o grupo D+BCAA apresentou reducdo desta area. (Hematoxilina- Eosina, 200x, barra= 50um).

turnover de outros componentes, como proteinas ou
glicosaminoglicanas.

A imobilizacdo, comumente utilizada na pratica
clinica, promove efeitos deletérios no sistema musculo
esquelético e alguns fatores como o tipo de fibra e a
posicao de imobilizagcdo podem influenciar os resultados
desta pratica. Quanto ao tipo de fibra, varios trabalhos
mostram que musculos antigravitacionais e musculos
com predominancia de fibras lentas tém um maior grau
de susceptibilidade a atrofia®.

Além do tipo de fibra muscular, outro fator importante
a se questionar € a posicdo de imobilizacdo. Neste
estudo foi adotada a posicédo de 90° de tornozelo, pois a
fixagdo do membro de maneira encurtada, é a que
provoca maiores alteragfes como: reducéo das reservas
de glicogénio, atrofia, diminuicdo de sarcOmeros em

série, proliferacdo de tecido conjuntivo e,

consequentemente,  diminuicdo da forca muscular'®,
sendo adotado 7 dias de imobilizagdo, pois segundo
Lima et al.?! este periodo é suficiente para provocar
adaptacdes de sarcdmero, na morfometria, assim como
alteracdes nas propriedades mecénicas, utilizando o
mesmo modelo experimental.

A imobiliza¢&o por diferentes periodos acarreta uma
atrofia muscular variando de 15 a 70% na area da fibra,
dependendo do tipo de fibra avaliada®. Cancelliero et
al.?® relataram reducdo de 44,14% na area da fibra do
musculo séleo imobilizado em posigdo encurtada por 7
dias, nas mesmas condig8es experimentais do presente
trabalho, no qual se obteve reducgéo de 52,70%.

Independente do modelo de desuso muscular
utilizado (imobilizacdo, tenotomia, ou desnervagdo)
ocorre também aumento do tecido conjuntivo variando
de 50 a 700%. Cancelliero et al.?* notou um aumento de

Revista Ciéncia & Saude, Porto Alegre, v. 7, n. 3, p. 123-130, set./dez. 2014 127



Efeito dos aminoacidos de cadeia ramificada...

50+
* e *
40- _I_ * ,#
30+ %
X

20~ T
10+

0-

o Q > ovy 9 »

) eovy. Q’O

FIGURA 4 — Porcentagem de area do tecido conjuntivo dos
diferentes grupos experimentais. *p<0,05 se comparado com o
grupo C; # para p<0,05 se comparado com o grupo .

216% com 7 dias de imobilizagdo, dados confirmados
por este estudo, que observou um aumento de 263,75%
nas mesmas condi¢des experimentais.

De maneira geral, o processo de imobilizagdo reduz
0s componentes da matriz extracelular em 40% no acido
hialurdnico, em 30% na condroitina-4-sulfato e
condroitina-6-sulfato, bem como reduz a massa de
colageno na ordem de 10% e aumenta sua taxa de
renovagdo (“turnover”), com degradagdo e sintese
acelerados. Com a imobilizagdo h& reducdo do
contetdo de agua e de GAG (glicosaminoglicanas),
redugdo da matriz extracelular, associada com
diminuicdo na lubrificacdo entre as ligacdes cruzadas
das fibras colagenas, aumentando o ritmo de renovagao
destas fibras?*.

Como néo ha forcas fisiolégicas atuando sobre este
tecido conjuntivo, isso impede a formacdo de ligagbes
cruzadas, dando origem a fibras imaturas, responsaveis
pela fibrose®. Como pode ser observado pela figura 3 e
figura 4, o tecido conjuntivo do séleo no grupo
imobilizado e tratado com BCAA permaneceu com a
mesma porcentagem de area do que no grupo
imobilizado, mas n&o se observou fibrose, pois o
colageno seria visivel, pela coloragdo pela Eosina
utilizada neste experimento.

Em relagdo a média da seccao transversa do sdéleo do
grupo  imobilizado+BCAA  houve um  aumento
significativo de 74,94% em relacdo ao imobilizado, ndo

diferindo do grupo controle. Isto se deve, muito

Pezolato VA etal.

provavelmente, a acdo da leucina, presente na
suplementac&o utilizada neste trabalho. E sabido que os
produtos do metabolismo da leucina em células fB
pancredticas, podem ativar fatores reguladores da
traducdo e como consequéncia ativar importantes
sistemas reguladores das vias anabdlicas, com
destaque a mTOR, aumentando a sintese protéica no
local®®?. Essa acdo & maior quando ha contracdes
musculares, as quais podem ter ocorrido, de forma
isométrica, nos ratos imobilizados.

O modelo de desnervagdo aqui empregado,
neurotmese, no qual o nervo foi seccionado por
completo, acarreta alteragbes morfoldgicas, como
diminuicdo da massa muscular, da area de secgao
transversa das fibras, bem como aumento do tecido
conjuntivo no endomisio®. Os resultados do presente
estudo vém corroborar com estes trabalhos, mostrando
reducdo de 66,55% na area de seccdo transversa nas
fibras do musculo séleo apds 7 dias de desnervacao. No
sOleo desnervado dos animais tratados com BCAA a
média da area das fibras foi 90% maior comparada com
0 musculo desnervado, mas manteve-se diferente do
controle com reducao de 36,31%.

Dentre os BCAAs, acredita-se que a leucina seja o
aminoacido de maior importancia para a recuperagdo
muscular. Sabe-se que a suplementagéo oral é capaz
de elevar sua concentragdo intracelular, sendo que altas
concentragbes sdo fundamentais para ativagdo da
proteina mTOR (mammalian target of rapamycin) e de
fatores de iniciagcdo de transdug&o que, por sua vez, sdo
responsaveis pela recuperagdo da sintese protéica
muscular apds o exercicio de resisténcia ou de forca®®.

Tem sido demonstrado também, que a desnervagao
provoca modificacdes relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, principalmente a resisténcia a insulina,
desencadeada pela reducdo na atividade das enzimas
reguladoras das vias metabdlicas ligadas a interface
pés-receptor da insulina; reducdo na populacdo do
GLUT4 (transportador de glicose tipo 4); redugcdo na
concentragdo citosélica do RNAm (acido ribonucléico
mensageiro) do GLUT 4; redugdo na expressao génica
dos transportadores GLUT 1 (transportador de glicose
tipo 1) e GLUT 4; reducdo na atividade das enzimas

participantes da glicélise e da enzima glicogénio
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sintetase, bem como reducgéo na habilidade da insulina
em ativa-la’®. Esses eventos associados participam das
alteracbes metabdlicas que predispdem as fibras
musculares a hipotrofia.

Por sua vez, os BCAAs melhoram o metabolismo da
glicose no musculo esquelético, tecido adiposo e no
figado, mas, os mecanismos moleculares em cada
o6rgdo sao diferentes. No musculo esquelético, os
BCAAs promovem a captacdo de glicose através da
3-quinase (PI3K), da
proteina quinase C e, posteriormente, translocagao do

ativacdo de fosfatidilinositol

transportador de glicose (GLUT) 1 e GLUT4 para a
membrana plasmatica®>>".

O BCAA conseguiu realizar anticatobolismo na fase
aguda da imobilizacdo e desnervacdo experimental.
Clinicamente, € comum que individuos ndo realizem
exercicios fisicos na imobilizacdo devido o uso de
gessoltipoia, sendo que no quadro de desnervagdo,
exercicios fisicos podem influenciar de forma negativa a
regeneracdo nervosa periférica®, necessitando de um
suplemento que atenue a degradagdo proteica. Este
estudo se preocupou em relatar os efeitos da
suplementac¢éo com BCAA nos quadros de desnervagao
e imobilizacdo. No entanto ainda se tem necessidade de
estudos demonstrando os efeitos da leucina, valina e
isoleucina, quando ingeridas de maneira isolada em
guadros de desuso muscular.

Os resultados morfométricos do muasculo soleo
imobilizado e/ou desnervado aqui apresentados,
demonstram que a suplementagdo com BCAA pode ser
um recurso interessante para ser utilizado, na tentativa
de diminuir a atrofia provocada pelo desuso muscular.
Dessa maneira, a suplementagdo com BCAA alterou a
morfologia do musculo séleo em desuso por 7 dias, pois
diminuiu a atrofia desencadeada pela imobilizacdo e

pela desnervacéo.
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