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RESUMO

Objetivo: Analisar os efeitos da suplementacdo de leucina nas vias troficas e
atréficas da musculatura esquelética de ratos submetidos a privacdo de sono
paradoxal por 96 horas. Métodos: foram utilizados 46 ratos machos Wistarepm-1
distribuidos em 4 grupos: controle (CTL); suplementado com leucina (LEU); privado
de sono paradoxal por 96h (PS); e suplementado com leucina e privado de sono
paradoxal por 96h (LEU+PS). A suplementacdo de leucina foi feita por GAVAGE
(1,35g/kg), iniciando-se 3 dias antes do periodo de privacdo de sono e mantida até o
fim do protocolo. Ao final do protocolo o sangue e musculo gastrocnemius foram
coletados para andlises de corticosterona, testosterona total, insulina, creatinina e
ureia; bem como as proteinas envolvidas na sinalizagdo de sintese (Akt, mTOR,
p70S6k e 4E-BP1) além do IGF-1 intramuscular e as proteinas envolvidas na
degradacdo proteica (FoxO3a, proteinas ubiquitinadas, LC3-Il, p62/SQSTM1 e a
atividade enzimatica inicial do proteassomo). Resultados: A suplementacdo de
leucina e a privacdo de sono ndo alteraram o0s niveis de creatinina e ureia
circulantes, porém a testosterona total sérica diminuiu em ambos 0S grupos
submetidos a privacao de sono (PS e LEU+PS), enquanto a corticosterona esteve
elevada nestes mesmos dois grupos. Quanto as sinalizagBes intramusculares a p-
Akt diminuiu em ambos os grupos privados de sono, o IGF-1 foi menor apenas no
grupo PS; a p-mTOR, p-p70S6k e p4E-BP1 foram aumentadas nos grupos LEU e
LEU+PS, sendo esta dltima também aumentada no grupo PS. A atividade do
proteassomo foi maior nos grupos PS e LEU+PS, assim como a FoxO3a, proteinas
ubiquitinadas, LC3-ll e p62/SQSTM1 que ndo se alteraram nos grupos que nhao
foram privados de sono. O gastrocnemius apresentou diminuicdo da sua massa
somente no grupo PS, com diferentes respostas na area de seccao transversa das
fibras: 1) ndo houve alteracdo nas fibras do tipo | em nenhum dos grupos; 2) foi
identificada reducéo nas fibras do tipo Ila nos grupos PS e LEU+PS; e 3), reducédo
das fibras do tipo 1lb somente no grupo PS. Conclusao: A suplementacéo de leucina
suprimiu a reducdo da atrofia do gastrocnemius na condi¢cdo de privacdo de sono
paradoxal, com acdo especifica sobre as fibras do tipo llb. Mesmo néo alterando a
degradacdo, a leucina foi capaz de aumentar as sinalizacbes de sintese proteica
durante a privacdo de sono, regulando o turnover proteico. Estes resultados foram
independentes da regulacdo do perfil sérico da testosterona e corticosterona,
sugerindo que talvez estes ndo sejam 0s Unicos sinalizadores da atrofia muscular
durante a privacao de sono paradoxal em ratos.

Palavras-chave: Leucina, privacdo do sono, musculo esquelético, nutrigdo,
horménios.
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ABSTRACT

Objective: Analyze the effects of leucine supplementation in trophic and
atrophic pathways in skeletal muscle of rats subjected to deprivation of paradoxical
sleep for 96 hours. Methods: 46 male rats Wistarepm-1 were divided into 4 groups:
Control (CTL); supplemented with leucine (LEU); deprived of paradoxical sleep for 96
hours (PS); and supplemented with leucine and deprived of paradoxical sleep for 96
hours (LEU+PS). The leucine supplementation was done by GAVAGE (1.35g/kg),
starting 3 days before of sleep deprivation period and maintained until the end of the
protocol. At the end of the protocol the blood and gastrocnemius muscle were
collected for analysis of corticosterone, total testosterone, insulin, creatinine and
urea; as well as proteins involved in signaling synthesis (Akt, mTOR, p70S6K and
4E-BP1) plus IGF-1 and intramuscular proteins involved in protein degradation
(FOXO3a, ubiquitinated proteins, LC3-Il enzyme activity and p62/SQSTM1 Home
proteasome). Results: The leucine supplementation and sleep deprivation did not
alter the levels of creatinine and urea circulating, but serum total testosterone
decreased in both groups subjected to sleep deprivation (LEU+PS and PS), while
corticosterone was elevated in these two groups. As intramuscular p-Akt signaling
decreased in both groups deprived of sleep, IGF-1 was lower only in the PS group; p-
MTOR, p-p70S6K and P4E-BP1 were increased in groups LEU and LEU+PS, with
the latter also increased in the PS group. The proteasome activity was greater in PS
and LEU+PS groups, as well as FOXO3a, ubiquitinated proteins and LC3-I
p62/SQSTML1 that have not changed in the groups that were not sleep deprived. The
gastrocnemius exhibited reduced its mass only in the PS group, with different
responses in cross-sectional area of fibers: 1) no change in type | fibers in both
groups; 2) was identified reduction in type lla fibers in LEU+PS and PS groups; and
3) reduction in type llb fibers only in the PS group. Conclusion: The leucine
supplementation suppressed the reduction in atrophy of gastrocnemius on condition
of paradoxical sleep deprivation, acting specifically on the type Ilb fibers. Not
interfering degradation, leucine was able to increase the signals of protein synthesis
during sleep deprivation by regulating protein turnover. These results were
independent of the regulation of profile of testosterone and corticosterone,
suggesting that probably these are not the only markers of muscle atrophy during
paradoxical sleep deprivation in rats.

Keywords: Leucine, sleep deprivation, skeletal muscle, nutrition, hormones.
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1. INTRODUGAO

O sono é apontado como um comportamento essencial para a manutencao
da vida na maioria dos seres vivos. Embora suas funcbes ndo sejam totalmente
elucidadas, é possivel afirmar que a sua auséncia & capaz de promover inUmeros
maleficios a saude, causando, como exemplo, alteracdo do metabolismo de glicose,
imunossupressao, estresse oxidativo e modificagdo comportamento alimentar.

Atualmente ha um crescente interesse em entender os efeitos da supressao
do sono sobre a musculatura esquelética, uma vez que este tecido é tdo essencial
quanto o sono. Tal interesse se baseia na importancia do masculo que, além de ser
um dos maiores tecidos existentes nos seres vertebrados, possui papel fundamental
na locomocao, sustentacdo de 6rgdos e no metabolismo.

Assim, considerando que a populacdo mundial dorme cada vez menos,
buscar um melhor entendimento sobre os mecanismos que geram efeitos deletérios
da privacdo de sono aos musculos esqueléticos torna-se necessario, bem como
buscar estratégias que possam minimizar tais efeitos.

O binbmio musculo-sono apresentam alguns pontos em comum, como o perfil
de secrecdo de alguns hormonios, fatores de crescimento e de metabdlitos. E bem
consolidado pela literatura que a privacdo de sono é capaz de aumentar as
concentracdes séricas de glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em
animais), além de promover um decréscimo dos niveis de insulina, do horménio do
crescimento (GH), da testosterona e do IGF-1, que sao primordiais para a
manutencdo da integridade deste tecido. Estas alteracdes desfavorecem a
manuten¢do da massa muscular por proporcionar a perpetuacdo de um ambiente
catabolico.

Em roedores, este ambiente catabdlico € tdo marcante que nosso grupo
demonstrou previamente que a privacdo de sono paradoxal foi capaz de promover a
reducdo na massa de diversos tecidos como no tecido adiposo, no figado, no baco e
na prépria musculatura esquelética, culminando na reduc¢éo da massa corporal total.
Esses resultados abrem a possibilidade de uma ampla discussdo sobre a
importancia em promover melhoras do padrdo, da qualidade e do tempo total de
sono da sociedade moderna, uma vez que o débito de sono pode contribuir para que

a reducao da massa muscular, inerente ao processo de envelhecimento, ocorra de
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forma mais abrupta, ou ainda buscar estratégias que possam minimizar a perda
muscular provocada pelo estilo de vida sedentario da sociedade atual.

Essas estratégias sO sdo possiveis de serem pensadas e utilizadas na
medida em que houver avancos nos conhecimentos sobre as sinalizacdes
intracelulares que ocorrem durante condicdes de débito de sono. Neste sentido,
alguns resultados vém demonstrando que a privagédo de sono paradoxal em ratos
estimula o aumento da degradacdo proteica por uma maior atividade do sistema
ubiquitina-proteassomo e autofagia-lisossomal. Por outro lado esta condicdo também
se mostra capaz de diminuir a atividade da principal via de sinalizacdo de sintese
proteica, a via PI3BK/Akt/mTOR.

Sendo assim e considerando as sinalizacdes biomoleculares que ocorrem no
interior da célula muscular esquelética desencadeada pela privacdo de sono, buscar
estratégias que possam diminuir a atividade dos sistemas de degradacao citadas
anteriormente ou que estimulem a sintese de proteinas musculares parece ser um
objetivo a ser alcancado. Neste sentido a suplementacéo de leucina se mostra como
uma possivel estratégia eficaz no combate a atrofia muscular gerada por esta
condi¢do, uma vez que este aminoacido vem sendo descrito pela literatura como um
potente modulador da via PI3K/Akt/mTOR, estimulando a sintese de proteinas
musculares. Além disso, alguns indicios apontam que sua utilizacao € capaz de inibir
a expressdo de marcadores que modulam tanto a atividade da autofagia quanto do

sistema ubiquitina-proteassomao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O sono e suas funcobes

Desde o inicio da década de 50, com a descoberta de que os padrdes
eletroencefalograficos se modificam durante uma noite de sono & 2, diversos
autores buscam um melhor entendimento sobre as fungdes do sono @), Mesmo néo
havendo um consenso sobre 0 que de fato é o sono e quais as suas reais funcdes
podemos considerar que se trata de um comportamento altamente complexo, ativo e
dindmico que modula diversos sistemas fisiologicos como, por exemplo, o sistema
enddcrino, neuromuscular e cardiovascular ®).

As flutuacdes das ondas eletroencefalicas durante o sono permitem
estabelecer as fases do sono, as quais podem ser divididas em duas; o sono REM
(dessincronizado) e o sono ndo-REM (sincronizado) (a sigla REM é derivado do
termo inglés “rapid eyes movements”). No sono REM as principais caracteristicas
sdo a movimentacao rapida dos olhos, a atonia muscular e a maior percep¢ao dos
sonhos vividos. JA no sono ndo-REM é observado atenuacdo dos movimentos
oculares e uma lentificacdo progressiva da atividade cortical. O sono ndo-REM ainda
recebe outras trés subdivisdes: estagio 1 do sono ndo-REM (N1) caracterizado pela
sonoléncia inicial e por um padrao elétrico cortical que varia entre 4 e 7Hz; estagio 2
do sono ndo-REM (N2), estagio esse em que passamos a maior parte do tempo total
de sono e que possui 0 fuso do sono e o complexo K como grafo elementos
caracteristicos; e estagio 3 do sono ndo-REM (N3) que também é conhecido como
sono de ondas lentas (SOL) por apresentar ondas com frequéncias abaixo de 3,5Hz
por mais de 20% de uma época de 30 segundos. Durante o tempo total de sono,
normalmente ocorrem entre 4 a 6 ciclos de sono (todas as fases do sono ndo-REM e
0 sono REM) ©),

Em ratos, a base estrutural do sono é muito similar a dos seres humanos, ou
seja, quase todas as fases sdo observadas (19. Assim, as atividades corticais de
ratos também apresentam padrdes dessincronizados (sono REM), que em roedores
€ mais comumente chamada de sono paradoxal. O termo sono paradoxal é utilizado
devido & grande semelhanca da atividade cortical desta fase do sono com as

atividades observadas no estado de vigilia. Durante o sono paradoxal manifestam-se

25



a maioria das alteragcfes tonicas (dessincronizacao cortical, atonia muscular e ritmo
0 hipocampal) e fasicas (oscilagbes cardiorrespiratorias, abalos musculares,
movimentacdo de vibrissas e movimentos oculares). Além disso, esses mesmos
roedores apresentam padrdes sincronizados no eletroencefalograma (EEG) durante
0 sono, que sdo chamados de Sono de Ondas Lentas ao invés de sono ndo-REM
como em humanos. O SOL em ratos também apresentam trés diferentes fases; a
fase 1 conhecida como periodo de inicio do sono, seguido pela fase 2 que também
possui 0 fuso do sono e € um sono mais profundo que o anterior e ainda ha a fase 3
conhecida como sono mais profundo (0. 11),

Diferentemente do que observamos em humanos, ratos apresentam a
caracteristica de sono polifasico, ou seja, dormem de forma intermitente ao invés de
dormirem em um Unico periodo do dia de forma continua. Além disso, ratos séo
classicamente conhecidos por sua caracteristica de habitos noturnos, dormindo a
maior parte do tempo no periodo diurno. Apesar dessas diferencas, as similaridades
na arquitetura do sono e no tempo total de sono representam oGtimas justificativas
para 0 uso de animais de experimentacdo na busca da compreensdo das possiveis
fungdes do sono (10,

Mesmo com 0s inUmeros avancgos relacionados a medicina e a biologia do
sono, as reais funcdes do sono ainda ndo estéo totalmente elucidadas, sendo o foco
de investigacao de diversos grupos de pesquisa. Recentemente Porkka-Heiskanen e
colaboradores (2, em sua revisdo apontam as principais teorias relacionadas as
funcdes do sono. Estas teorias sao divididas em 3 categorias; a primeira esta
relacionada ao metabolismo energético indicando o papel do sono na restauracao
energética, outra categoria aponta que 0 sono esta estritamente relacionado a
modulacdo do sistema imunolégico e processos inflamatorios e por fim, que o0 sono
apresenta papel impar em processos que envolvem plasticidade neuronal incluindo

memoaria e aprendizagem.
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2.2 Privacéo de sono

Mesmo néo havendo uma definicdo consensual sobre as fun¢gbes do sono,
sabe-se que as consequéncias de sua auséncia podem ser inumeras, incluindo
reducdes na eficiéncia do processamento cognitivo, aumento do tempo de reacao e
da responsividade atencional, além de prejuizo na memoria, aumento da
irritabilidade, alteragbes metabdlicas, endocrinas, imunolégicas, quadros
hipertensivos, cansaco, nauseas, cefaleia, ardéncia nos olhos, turbidez da viséo,
dores articulares e até diminuicdo da libido 1317, Além disso, o débito de sono vem
sendo associado mais recentemente a alteragées no comportamento alimentar (18),
resisténcia a insulina 19, diabetes mellitus tipo Il @9 e desregulacdo de eixos
hormonais, como eixos hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) (?1-24) e o eixo hipotalamo-
hipéfise-gonadal (HPG) @ 25),

Ao longo dos anos, diversos autores vém demonstrando que a privacdo de
sono esta diretamente envolvida com a hiperatividade do eixo HPA, desencadeando
aumentos abruptos na secrecao de glicocorticoides e causando diversas alteracdes
metabdlicas @6 27). Em roedores, logo nas primeiras 24h de privacdo de sono ja é
possivel encontrar aumentos de aproximadamente 3 vezes na secrecdo de
corticosterona e que se mantém elevadas por até 96h 1. 28 Este aumento por sua
vez esté relacionado a inlUmeras repercussdes, como alteracdo do comportamento
alimentar, decréscimo na memoria, aumento do estresse e catabolismo de diversos
tecidos como o tecido adiposo e muscular ¢4 28-30) QO perfil alterado dos niveis de
glicocorticoides observados durante a privacdo aguda de sono parece ser mantido,
também em condi¢Bes cronicas, caracterizado por um quadro de restricdo de sono
(29)_

Todas essas alteracdes decorrentes da privagcao de sono sdo acompanhadas
de uma marcante reducdo da massa corporal em ratos, podendo chegar a
aproximadamente 37% @8 e uma reducdo préxima a 60% do volume do tecido
adiposo 22, Recentemente nosso grupo observou que além das redugées no tecido
adiposo, ha também reducbes no percentual dos contetdos proteicos corporais (de
Melo, dados né&o publicados).

Aléem das alteracbes no eixo HPA, € bem descrito pela literatura que a

privacdo de sono é capaz de alterar os padrdes circulantes de hormoénios anabdlicos
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(21, 25 Experimentos em animais realizados por nosso grupo demonstram que a
privacdo de sono paradoxal em ratos por apenas 24h também foi capaz de promover
reducdes nas concentracoes de testosterona total, se acentuando ainda mais
quando o periodo de privagdo foi estendido para 96h 1 28) Neste mesmo sentido,
alguns autores demonstraram uma série de prejuizos em individuos com alteragcfes
no padrdo de sono, nos quais os niveis de horménios anabdlicos, como o GH e
testosterona, estdo marcadamente reduzidos G 32, Além disso, as concentragées
do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)-1, que é produzido e secretado
por tecidos como figado e musculos esqueléticos em resposta a sinalizacdo do
hormdnio do crescimento (GH), é subitamente reduzido em condi¢cdes de privacédo
de sono @9,

A relacdo desbalanceada entre a atividade dos eixos HPA e HPG, em
conjunto com as alteragcdes na secrecdo do GH e do IGF-1 podem explicar, em
parte, os impactos da privacdo de sono sobre a homeostase do sistema imunoldgico
e da integridade de tecidos especificos como o tecido adiposo e 0s musculos
esqueléticos (22 28 3335 demonstrando a instalagdo de um ambiente com

caracteristicas catabdlicas nestas condigdes.

2.3 Mdusculo esquelético

Os musculos esqueléticos constituem aproximadamente 40% de toda massa
corporal e sdo compostos por, pelo menos, quatro diferentes tipos de fibras
musculares: fibras do tipo |, fibras do tipo lla, IIx e llb ©8), Essas fibras musculares se
diferem essencialmente pela composicdo de suas respectivas cadeias pesadas de
miosina. Porém, desde a primeira metade do século XIX diversos autores também
distinguem as fibras musculares de acordo com sua coloracdo (vermelha ou branca),
ou de acordo com sua propriedade contrétil (rapida ou lenta) ou ainda, de acordo
com sua predominancia metabdlica (oxidativa ou glicolitica) ©7).

Considerando tais diferencas, € possivel classificar as fibras musculares da
seguinte forma: fibras de contragéo lenta-oxidativa, fibras vermelhas ou fibras do tipo
I, que sdo ricas em mioglobina e enzimas oxidativas, sdo especializadas em
atividades continuas e prolongadas; e fibras de contracéo rapida, fibras brancas ou

fibras do tipo Il. Essas ultimas ainda podem ser subdivididas de trés maneiras: a)
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fibras tipo Ilb, de contragdo rapida-glicolitica possuindo maior quantidade de enzimas
responsaveis pelo metabolismo glicolitico e que consequentemente sdo mais
responsivas a atividades fasicas; b) fibras tipo IIx, de contracdo rapida glicolitica-
oxidativa, com velocidade de contracdo intermediaria e uma distribuicdo mais
uniforme com relacdo ao metabolismo glicolitico e oxidativo e c) — fibras tipo lla que
apresentam o metabolismo mais oxidativo, assim como uma menor velocidade de
contragdo entre as fibras do tipo Il 842, A classificacdo dos tipos de fibras

musculares estéo expostas no quadro 1.

Quadro 1 - Classificacdo dos diferentes tipos de fibras musculares

Caracteristicas | Fibras Tipo | | Fibras Tipo lla | Fibras Tipo lIx | Fibras Tipo llb
Isoforma MyHC MyHC-I MyHC-lla MyHC-lIx MyHC-IIb
Coloracao Vermelha Branca Branca Branca
Vel. Contragéo Lenta Baixa Intermediaria Rapida
Metabolismo Oxidativo Oxidativo Oxi./Glicolitico Glicolitico
Ativ. da ATPase | Muito Baixa Baixa Intermediaria Alta

Adaptado de Wang e Passin 43, Legenda: MyHC = cadeia pesada de miosina. Vel. = velocidade.
Ativ. = atividade. Oxi. = oxidativo.

Uma das formas de identificar os diferentes tipos de fibras musculares é
realizando ensaios histoquimicos para coloracdo da ATPase, uma vez que esta
enzima se encontra na cadeia pesada de miosina. Para este tipo de ensaio
histoquimico, o ATP é o substrato e a fonte de energia da reacdo; o fésforo
inorganico (Pi) € o produto da reacdo. Tendo em vista que o Pi € histoquimicamente
invisivel, o ensaio requer que o Pi reaja quimicamente com o calcio (Ca) a fim de
formar um precipitado de calcio-fosfato (CaPOas). Posteriormente, o CaPOs4 é
convertido em sulfeto de cobalto (COS2), que é castanho escuro, mais facilmente
visivel e menos solavel. Assim, o Pi é liberado para o consumo de ATP pelas
moléculas de miosina e um produto castanho escuro é depositado na secc¢do do
tecido muscular. Como as fibras musculares de contragdo rapida hidrolisam o ATP
mais rapidamente do que as fibras de contracédo lenta, elas se mostram mais
escuras histoquimicamente e as fibras de contracdo lenta permitem uma maior
passagem de luz, tornando-as mais claras, sendo entdo possivel a avaliagdo de

diferentes tipos de fibras musculares “4,
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Independentemente de suas diferengas, as fibras musculares séo de extrema
importancia a vida, uma vez que o musculo esquelético € um dos principais efetores
da locomocédo, manutencdo postural e da atividade respiratoria. Além disso, nos
altimos anos, alguns autores vém descrevendo o musculo esquelético como 6rgao
enddcrino, tendo em vista que esse tecido é capaz de produzir, expressar e secretar
citocinas e outros peptideos (denominados miocinas) capazes de modular o
metabolismo e o funcionamento de tecidos como cérebro, tecido adiposo, além de
células do sistema imune 547,

Diante da grande importancia dos musculos esqueléticos, sua manutengéo se
torna essencial. Para tal manutencdo € necessario o equilibrio entre as taxas de
sintese e de degradacéao proteica muscular (turnover proteico). O turnover proteico €
regulado por diversas proteinas intracelulares, das quais duas delas merecem
grande destaque: o mechanistic target of rapamycin (MTOR) que vem se mostrando
como a principal proteina reguladora do crescimento celular, uma vez que é capaz
de integrar sinais de hormdnios, fatores de crescimento, nutrientes e do estado
energético celular para controlar a sintese proteica; e as familias forkhead box O
(FoxO) que é um fator de transcricdo e principal responsavel por controlar as
sinalizacbes de degradacéo de proteinas, seja regulando a atividade do sistema de
ubiquitina-proteassomo ou do sistema de autofagia-lisossomal 7 48.49),

Apesar do mTOR e da FoxO serem 0s principais sinalizadores da sintese e
degradacdo proteica respectivamente, a proteina quinase B (Akt/PKB) € uma das
principais responsaveis por orquestrar essas sinalizacdes anabdlicas ou catabdlicas.
A Akt pode ser ativada (fosforilada) por diferentes substancias, entre elas a insulina,
0 IGF-1 e a testosterona, permitindo entéo a fosforilagdo do mTOR que por sua vez
€ responséavel pela transducdo dos sinais anabdlicos. Esta fosforilacdo da Akt
permite ainda que a FoxO se mantenha fosforilada, inibindo suas agdes proteoliticas.
Por outro lado, quando a Akt é inibida através dos glicocorticoides, por exemplo,
ocorre a inativacdo do mTOR e a ativagcdo da FoxO, que perde o fosfato, migra-se
ao nlcleo e promove suas sinalizacdes catabélicas 0 5.

Entretanto, cabe ressaltar que os diferentes tipos de fibras musculares
respondem de forma distinta aos estimulos de sintese e degradacado proteica. Por
exemplo, a denervacdo do musculo diafragma de roedores promove atrofia de fibras
do tipo lIx e llb, porém ndo acarretam nenhuma alteragdo nas fibras tipo lla e ainda

apresentam uma ligeira hipertrofia de fibras tipo | ©2. Porém, ao observar um
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muasculo predominantemente composto por fibras do tipo I, como o soleus, em
experimentos em que ele é denervado, é possivel observar atrofia muscular 7. Por
outro lado, durante protocolos de inducdo atréfica por meio do uso de
glicocorticoides, este mesmo musculo ndo se altera quando comparado a musculos
com predominancia metabdlica glicolitica 3. Esses resultados demonstram ainda
gue o metabolismo da musculatura provavelmente seja diferente de acordo com a

distribuicdo das suas fibras.

2.3.1 Metabolismo muscular (sintese e degradacao proteica)

O crescimento da massa muscular, assim como de qualquer outro tecido,
depende de um maior acumulo de proteinas celulares. Para que isto ocorra sao
necessarios estimulos de sobrecarga mecanica (treinamento fisico) ou estimulos
anabdlicos hormonais (testosterona, insulina, IGF-1) e/ou nutricionais (aminoacidos)
(37),

E muito bem estabelecido na literatura que o IGF-1 é um dos maiores
estimuladores da sintese proteica, principalmente por estimular a atividade da via
fosfatidilinositol 3 quinase/proteina quinase B (PI3K/Akt) 9. Ao ativar a Akt, ocorre a
sinalizacdo da sintese de proteinas, através da fosforilagdo do mTOR. O mTOR tem
a capacidade de interagir com diversas proteinas a partir de 2 complexos: o
complexo mMTOR 1 (MTORC1) e o complexo mTOR 2 (mTORC2). Entretanto apenas
o mTORC1 vem sendo relacionado com as sinalizagcdes envolvidas na sintese
proteica, desencadeando uma série de reacfes que promovem 0S processos de
iniciacdo e traducgdo 4.

O mTOR modula a sintese proteica através da sinalizacédo de fatores como o
eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1), que apds sua
fosforilacdo induz sua dissociagdo do eukaryotic translation initiation factor 4E
(elF4E), proporcionando a montagem do complexo de pré-iniciagcdo elF4F. Além
disso, o mTOR fosforila a proteina ribosomal S6 quinase de 70kDa (p70S6K1), que
por sua vez fosforila substratos como a proteina ribossomal S6 (rpS6) e a elF4B,
que estdo envolvidos com a regulacdo da traducdo de proteinas G7 5% 59 Cabe
ainda ressaltar que o0 mTOR responde a varios estimulos, além da prépria Akt,

incluindo também estimulos gatilhados por aminoacidos ou até mesmo mecanicos
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7)., Um esquema simplificado desta via de sinalizacdo pode ser visualizado na figura
1.

T mTOR FoxO
/ s ——--,\\ - -
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synthesis degradation

Figura 1 — Representacéo da ativacdo da via Fosfatilinositol 3 kinase/Proteina quinase B/ mechanistic
target of rapamycin (PI3K/Akt/mTOR) através da sinaliza¢@o do fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1). Ap6s a sinalizacdo do IGF-1 ocorre uma série de sinalizacdes em cascata
culminando no aumento da sintese proteica. Ao aumentar a atividade da Akt, é possivel também que
ocorra uma diminuicdo da degradacéo proteica, inibindo as sinalizacdes mediada pela Forhead box O
(Fox0O). IGF-1rec — receptor de IGF-1. PDK1 — piruvato desidrogenase quinase 1. mTORC1 -
complexo mechanistic target of rapamycin 1. mTORC2 — complexo mechanistic target of rapamycin 2.
4E-BP1 — 4E-binding proteina. MAFbx — muscle atrophy F-box. MURF1 — Muscle RING finder
protein. LC3 — Proteina de cadeia leve 3 da proteina associada a microtabulos 1. Figura de Schiaffino
e Mammucari p.2 0,

O processo de degradacao muscular envolve a redugéo no volume das fibras
musculares devido a perda de conteudo proteico, organelas existentes no
sarcoplasma. Para que isto ocorra, € necessario que haja ativacdo de sistemas
proteoliticos, dos quais se destacam o sistema ubiquitina-proteassomo e o sistema
de autofagia-lisossomal G7). Esses sistemas sdo essencialmente modulados pela
FoxO3a (representado na figura 2), que desempenha papel fundamental no
processo de transcricio de enzimas (Muscle atrophy F-box/ atroginl
(MAFbx/atrogina-1) e Muscle RING finger protein (MURF-1)) envolvidas tanto na

atividade do sistema ubiquitina-proteassomo quanto na via de autofagia-lisossomal
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(49), A MAFbx catalisa o fator de transcricio miogénico MyoD, a miogenina, o fator de
iniciacdo da traducdo eucaridtica elF3F, bem como algumas proteinas
sarcoplasmaticas (desmina e vimentina). Por outro lado, a MURF-1 parece estar
envolvida na degradacdo de proteinas miofibrilares como a cadeia pesada de
miosina, myosinbinding proteina C, e a cadeia leve de miosina 1 e 2 (6. 57),

No musculo esquelético, o sistema ubiquitina-proteassomo é ativado para
remover proteinas sarcoméricas em resposta a alteracdes na atividade muscular. A
marcacdo da proteina alvo é o primeiro passo para que o0 sistema ubiquitina-
proteassomo esteja ativo. Assim, o processo de marcacédo € feito por peptideos de
aproximadamente 8kDa chamado de ubiquitinas (Ub) e para que esse processo
ocorra sao necessarias 3 etapas. A primeira etapa se da pelo processo de ativacao
das Ub por meio das enzimas denominadas E1 processo este que utiliza a energia
liberada por meio do ATP. Posteriormente, ocorrem as conjun¢cdes das moléculas de
Ub, moduladas pelas enzimas E2 e por Ultimo, as enzimas E3 ligases MAFbx e
MURF-1, responsabilizam-se em ligar a Ub ou o conjugado de ubiquitinas a proteina
alvo e encaminha-las ao proteassomo. Apés este processo de ubiquitinacdo, as
proteinas sdo reconhecidas e degradadas pelo proteassomo (58-60),

Além do sistema ubiquitina-proteassomo, a FoxO3a é capaz de modular o
sistema de autofagia-lisossomal, que constitui um mecanismo fundamental para a
manutencdo das células através da degradacdo de organelas citoplasmaticas,
proteinas sollveis e macromoléculas, além da reciclagem dos produtos de
decomposicdo 163 A primeira etapa do processo de degradacio proteica pelo
lisossomo € o sequestro de substratos em um sistema vacuolar (autofagossomo),
seguido de degradacéo por hidrolases lisossomais. A autofagia requer o ATG (gene
relacionado autofagia), proteinas envolvidas na formacao de autofagossomos e dois
sistemas de conjugacdo de ubiquitina-like. O primeiro € o0 complexo
Atgl2/Atg5/Atgl6, que é essencial para a formagdo da membrana do
autofagossomo. A segunda envolve o gene Atg8, também conhecido como proteina
de cadeia leve 3 da proteina associada a microtabulos 1 (LC3) em mamiferos. A
Pro-LC3 é clivada pela Atg4 a sua forma madura, LC3-l. Esta proteina & entéo
lapidada por Atg7 e Atg3 para formar a LC3-ll, contribuindo para a fusdo da
membrana do autofagossomo e para a selecdo de substrato. Outras proteinas
também sao importantes para o inicio do processo de autofagia, como a proteina

p62/SQSTM1, que possui a funcdo de encaminhar as proteinas ubiquitinadas ao
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autofagossomo; e o complexo de ordenacdo Beclinl/Vps34/Vpsl5 que regula a

biogénese do autofagossomo e o trafego do endossomo ©2).

Hsc70
CHIP

Bag3 Fvlamln

v
g Myopathy % Myofiber atrophy

Figura 2 — Controle da autofagia e do sistema ubiquitina-proteassomo pela FoxO. Apés a
translocacédo da FoxO para o nudcleo celular, uma proteina passa pelo processo de ubiquitinacdo, que
posteriormente pode ser encaminhada para 2 sistemas de degradacdo, a autofagia-lisossomal ou
ubiquitina-proteassomo. MAFbx — muscle atrophy F-box. MURF1 — Muscle RING finder protein. LC3
— Proteina de cadeia leve 3 da proteina associada a microtabulos 1. Ub — ubiquitinas. Vps — Vacuolar
protein sorting. Atg — Autophagy related gene. p62 — Proteina sequestros somo 1 de 62kDa. Figura
de Sandri p. 227 “9),

2.3.2 Metabolismo muscular e a privagao de sono

Considerando que a privacdo de sono € capaz de reduzir a secrecao de
testosterona, GH e IGF-1 e de aumentar as concentracdes da corticosterona, nao é
dificil pensar que esta condi¢cdo impacte negativamente sobre o metabolismo da
musculatura esquelética. Neste sentido, Déttilo e colaboradores propuseram a
hipétese de que todas as alteragcdes no perfil endocrino e das substancias
responsaveis pela manutencédo do tecido muscular acarretariam em um quadro de

atrofia muscular ¢4,
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Pouco tempo depois esse mesmo grupo comprovou parcialmente sua
hip6tese ao demonstrarem que, de fato, a privacdo de sono paradoxal por 96h gerou
atrofia muscular do tibialis anterior e tal atrofia foi acompanhada pela reducéo de
testosterona e aumento dos niveis de corticosterona 8.

Os mecanismos pelos quais a atrofia muscular € gerada pela privacdo de
sono foram propostos por Ménico-Neto e colaboradores 3. Neste contexto, a
privacdo de sono ao diminuir a secrecdo de testosterona, IGF-1 e GH diminuiria
também a atividade da via PISK/Akt/mTOR que por sua vez diminuiria as taxas de
sintese proteica muscular. Por outro lado, os aumentos nos niveis de corticosterona
poderiam favorecer a degradacdo de proteinas musculares, na medida em que o0s
glicocorticoides inibiriam a atividade da Akt e aumentariam a atividade da FoxO,
favorecendo o funcionamento do sistema ubiquitina-proteassomo 3, Apesar desses
autores ndo descreverem um possivel envolvimento do sistema de autofagia-
lisossomal, ndo é dificil pensar que este sistema também possa estar ativo durante a
privacdo de sono paradoxal, uma vez que a FoxO também poderia favorecer a
atividade deste sistema proteolitico.

Assim, considerando que a privacdo de sono paradoxal seria capaz de
diminuir as taxas de sintese e de aumentar as sinalizacbes de degradacéo proteica,
buscar estratégias que possam reverter ou minimizar tais efeitos se tornam

pertinentes.

2.4 Leucina

Tendo em vista o importante bindmio entre musculo esquelético e sono, ndo
nos parece dificil perceber a importancia em pensar em estratégias que possam
minimizar ou até mesmo reverter o quadro catabolico gerado pela privacdo de sono
ao tecido muscular. Diante desta lacuna a utilizacdo de amino&cidos durante a
condicdo de privacdo de sono parece pertinente uma vez que alguns autores vém
demonstrando seus efeitos benéficos na tentativa de manter e/ou melhorar a saude
do tecido muscular (64 65,

Dentre os diferentes tipos de aminoacidos uma classe denominada
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs), compostos pela valina, isoleucina e

leucina que constituem aproximadamente 35% de todo conteudo proteico muscular,
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vém sendo apontados como 0s principais responsaveis por modular a atividade das
proteinas intracelulares responsaveis pelo metabolismo muscular 8. Apesar dos 3
BCAAs serem apontados como reguladores do metabolismo muscular, nos ultimos

anos a leucina tem ganhado destaque nesta funcgéo (65 67-69),

2.4.1 Metabolismo da Leucina

Assim como os outros BCAAs, a leucina € quase que exclusivamente
catabolizada (figura 3) na musculatura esquelética (aproximadamente 82%), cujo
primeiro passo é sua transaminagdo (/9. A transaminac&o da leucina é um processo
reversivel e ocorre a partir da acdo da enzima aminotransferese de cadeia
ramificada (BCAT) produzindo seu a-cetoacido (a-cetoisocaproato — KIC) e
favorecendo a formacao da glutamina. O KIC pode seguir 2 caminhos irreversiveis: 1
— sofrer um processo de descarboxilagdo oxidativa através da enzima a-
cetodesidrogenase mitocondrial de cadeia ramificada (BCKD), formando isovaleril-
CoA que continuara a ser metabolizado a partir da ATP e Biotina formando o B-metil-
CoA-crotonil que € um precursor do colesterol, acetil-CoA e acetoacetato; ou 2 —
sofrer agao da enzima a-cetoacidodioxigenase no citosol celular formando entdo o 3-
hidroxi-B-metilbultarato (HMB) que pode ser excretado pela urina, favorecer a

biossintese do colesterol ou ainda exercer suas fungdes metabdlicas 7% 71,
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Figura 3 — Metabolismo da Leucina — adaptado de Zanchi e colaboradores p. 1017 (D,

O HMB vem sendo descrito como um importante inibidor da atividade do
sistema ubiquitina-proteassomo, além de ser capaz de estimular a atividade da via
do mTOR (1. 72 Recentemente, alguns autores vém apontando que o HMB também

€ capaz de estimular a secrecdo do IGF-1, tanto no figado quanto no préprio

musculo esquelético promovendo entdo efeitos indiretos sobre a sintese proteica ("%
75)

2.4.2 Possiveis efeitos da suplementacao de Leucina durante a
privacao de sono paradoxal.

Apesar de todos os efeitos benéficos do HMB sobre o metabolismo muscular,
apenas 5% de toda leucina consumida é convertida neste metabdlito ("®). Porém,
inUmeras evidéncias vém demonstrando que a leucina, per se, € capaz de estimular
a sintese proteica (%> 7779, Os mecanismos que envolvem a sinalizacdo da sintese
proteica pela leucina apesar ndo serem totalmente elucidados, parecem néo estar
envolvidos Unica e exclusivamente pelo aumento da disponibilidade desse substrato
(80), mas também por uma funcéo regulatéria, particularmente na iniciacdo e na

traducdo de RNAs de proteinas musculares 5 67-69. 81, 82 De forma mais
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direcionada, a leucina parece estimular, diretamente, a fosforilagdo do mTOR (figura

7

4), que, como dito anteriormente, € uma proteina chave que permite que toda a

cascata de reacdes responsaveis pelo processo de sintese proteica aconteca ¢ 83),
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Figura 4 — Mecanismo de agdo da leucina estimulando a sintese proteica muscular. A leucina age
diretamente sinalizando o mTOR, promovendo a fosforilacdo da 4E-BP1 que sinaliza a montagem do
complexo elF4F para que ocorra a iniciac@o da traducéo e a fosforilacdo da p70S6k que por sua vez
estimula a traducéo ribossomal. Figura de Anthony e colaboradores p 858S (¢7),

Cabe ressaltar que os efeitos da leucina sobre a sintese proteica também
podem se dar em sinergia a acdo da insulina, uma vez que a leucina aminoécido é
descrito como sendo o segundo maior secretagogo desse hormonio ®4. Além disso,
alguns indicios vém demonstrando que a leucina também é capaz de estimular a
secrecdo de GH e IGF-1, contribuindo ainda mais para a estimulacdo da sintese
proteica muscular (85 86),

Além da leucina estar diretamente associada a estimulacdo da sintese
proteica, alguns dados sugerem que este aminoacido também atua inibindo a
degradacéo proteica muscular €799, A leucina parece atuar principalmente inibindo a

expressao de MAFbx e MURF-1 e/ou promovendo um dowregulation de fatores de
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transcricdes que modulam essas enzimas E3 ligases, como por exemplo, do fator de
transcricdo da familia FoxO3a, inibindo assim a protedlise muscular ©9),

Nos ultimos anos, diversos autores vém buscando entender o efeito da
suplementacao de leucina em condi¢des atréficas, como em protocolos que utilizam
a administracdo de glicocorticoide sintético (dexametasona) ©9-°4. Como esperado,
em protocolos de inducdo atréfica da musculatura esquelética que administraram
doses extremamente elevadas de dexametasona (5mg/kg) ndo se observa aumento
nas vias de sintese proteica mediada pela suplementagcdo de leucina ©% ), Em
contrapartida, outros trabalhos demonstram que a leucina é capaz de atenuar a
atrofia muscular por inibicdo da via de degradacdo proteica em protocolos com
dosagens similares a citada anteriormente (% 90, Por outro lado, quando a inducéo
atrofica por glicocorticoides é feita sobre uma dosagem nédo tdo elevada

(100ug/100g), a leucina é capaz de estimular a sintese proteica (4.
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3. HIPOTESE

Nos ultimos anos nosso grupo vem demonstrando que a saude do tecido
muscular esquelético parece ser fortemente influenciada pelo débito de sono. Os
prejuizos impostos pela privagdo de sono a musculatura esquelética vém sendo
associados com modificagbes do perfil circulante de horménios que possuem
caracteristicas predominantemente anabdlicas ou catabdlicas, como diminuicdo dos
niveis de testosterona e IGF-1 e aumento de corticosterona.

Considerando que existem diversos indicios de que a suplementacdo de
leucina vem apresentando efeitos benéficos sobre a manutencdo da integridade
muscular em protocolos de inducdo atréfica por glicocorticoides sintéticos, nossa
hip6tese é que a suplementacdo de leucina iniciada previamente ao periodo de
privacdo de sono paradoxal e mantida até o fim desta condi¢cdo poderia minimizar,
ou até mesmo anular os efeitos deletérios causados sobre o musculo esquelético de

ratos.

40



4. JUSTIFICATIVA

As descobertas de que a privacdo de sono gera atrofia muscular promove a
abertura de um grande leque para futuras pesquisas, ndo s6 para o entendimento
dos mecanismos envolvidos, mas também para o desenvolvimento de estratégias
que possam minimizar os efeitos deletérios da privacdo de sono no tecido musculo
esquelético.

Entre as diversas possibilidades, a intervencdo sobre o estado nutricional
parece se tornar pertinente, uma vez que a manuten¢cdo da massa muscular esta
diretamente relacionada com a disponibilidade de substratos para que ocorra a
sintese proteica e também com o funcionamento adequado dos sistemas
proteoliticos. Assim, alguns macronutrientes, como proteinas e aminoacidos, vém se
mostrando capazes de modular diretamente tanto a atividade das vias envolvidas na
sintese quanto nas vias de degradacédo proteica, podendo, entdo, apresentar efeitos
benéficos a musculatura esquelética durante a privacdo de sono paradoxal.

Neste sentido, a suplementacdo de leucina vem sendo frequentemente
utilizada em situacdes em que ha perda de contetdo proteico muscular com o intuito
de promover uma reducdo da protedlise muscular bem com aumentar a sintese
proteica. Isto é possivel uma vez que este aminoacido possui a propriedade em
estimular diretamente a proteina chave na via de sintese proteica (MTOR), além de
inibir a atividade de duas das principais via de degradacdo proteica (sistema
ubiquitina-proteassomo e autofagia-lisossomal).

Assim, a construcdo do conhecimento a respeito deste parametro se torna
importante haja vista que o tecido muscular desempenha importantes funcdes para a
manutenc¢ao da vida, entre elas a sustentacdo do esqueleto, geragdo de movimento,
protecdo de algumas visceras e também € um importante fornecedor de substrato
energético. Portanto, a manutencdo da saude desse tecido € extremamente

importante para garantir uma boa qualidade de vida.
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5. OBJETIVOS

5.1.1 Geral

Avaliar os efeitos da suplementagéo de leucina nas vias troficas e atréficas da
musculatura esquelética de ratos submetidos a privacao de sono paradoxal.

5.1.2 Especificos

1- Avaliar respostas hormonais anabdlicas e catabolicas (testosterona e
corticosterona) e do fator de crescimento semelhante a insulina-1, dos animais na
condicéo de privacdo de sono paradoxal por 96h, com e sem a suplementacéo de
leucina;

2- Avaliar a resposta do controle glicémico (insulina e glicose) dos animais
na condi¢c&o de privacao de sono paradoxal por 96h, com e sem a suplementacéo de
leucina;

3- Avaliar a expressdo das proteinas Akt, p-Akt (Ser473), p70S6k, p-
p70S6K (Thr389), mTOR, p-mTOR (Ser2448), 4E-BP1, p-4E-BP1 (Thr70), a-
ubiquitina, FoxO3a, p-FoxO3a (Ser256), LC3Il e P62/SQSTML1 envolvidas na sintese
e degradacao proteica da musculatura esquelética na condi¢do de privacdo de sono
paradoxal por 96h, com e sem o suplementacao de leucina;

4- Avaliar a atividade enzimatica inicial do proteassomo na musculatura
esquelética na condicdo de privagcdo de sono paradoxal por 96h, com e sem a
suplementacéo de leucina;

5- Avaliar a histomorfometria (area de secc¢éo transversal) da musculatura
esquelética na condicdo de privagcdo de sono paradoxal por 96h, com e sem a

suplementacéo de leucina.
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6. MATERIAL E METODO

Previamente, essa pesquisa foi submetida, avaliada e aprovada pelo Comité
de Etica da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo, sob o protocolo
de nimero #0764/10 (ANEXO 1).

6.1 Animais experimentais e condicbes ambientais

Para o estudo foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar EPM-1,
oriundos da colénia do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para
Medicina e Biologia (CEDEME) — Escola Paulista de Medicina/UNIFESP Registro
CEUA/UNIFESP n°. 01. Os animais foram distribuidos, ap6s o periodo de desmame
(21 dias de idade), em grupos de aproximadamente 5 animais em caixas de
polipropileno com dimensdes de 31x38x16,5 cm e tampas de aco inoxidavel com
desnivel para alocacdo de racdo e émbolo de agua. A fim de aumentar as
possibilidades de higienizacdo as caixas moradias foi utilizado sabugo de milho
triturado ao fundo das caixas moradias, trocadas 4 vezes por semana no periodo da
manha pelos técnicos responsaveis pelo laboratério.

Um més antes do periodo de experimentacdo os animais foram alocados no
biotério do Departamento de Psicobiologia (Registro CEUA/UNIFESP n°. 19) onde
foram mantidos até o final do protocolo sob ambiente e luminosidade controlados,
mantendo a temperatura de 22°C+1 e o ciclo claro-escuro de 12/12h em que o
periodo claro era iniciado as 7h da manh4, tendo agua e ragdo (Nuvilab® - os dados
nutricionais da ragdo sado apresentados no quadro 2) ad libitum. Para a
experimentacdo utilizamos os animais com 90 dias de idade (momento que

completam a maturacdo sexual) cuja massa corporal variou entre 320 e 380g.
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Quadro 2 — Dados nutricionais da racdo Nuvilab® CR1 de acordo com as informacg6es do fabricante.

Nuvilab® CR1 Alimento Completo

Nutriente Quantidade/Kg | Valor Energético (Kcal)

Vitamina A 13mL 0
Vitamina D3 2mL 0
Vitamina E 30uL 0
Vitamina K3 3mg 0

? Vitamina B1 5mg 0
E Vitamina B2 6mg 0
-g Vitamina B6 7mg 0
Vitamina B12 22149 0

Niacina (B3) 60mg 0

Acido Pantoténico (B5) 20mg 0

Acido Fdlico (B9) 1mg 0

Biotina 0,05mg 0

Colina 1900mg 0

Saodio 2700mg 0

Ferro 50mg 0
Manganés 60mg 0

Zinco 60mg 0

= Cobre 10mg 0
_E lodo 2mg 0
= Selénio 0,05mg 0
Cobalto 1,5mg 0

Flaor 80mg 0

Célcio 149 0

Fosforo 89 0

"g % Lisina 129 0
o _'>9< Metionina 4000mg 0
g ° BHT (antioxidante) 100mg 0
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6.2 Cuidados éticos para com os procedimentos experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com a lei
Federal em vigor — LEI AROUCA n¢ 11.794 ©®5 — além de terem sido conduzidos por
pessoas devidamente treinadas conforme sugerido pelo Guia para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratério (National Research Council, 2011) ©8. O procedimento de
eutandsia por decapitacdo seguiu rigorosamente o0s cuidados necessarios
apontados nas Diretrizes para o Cuidado e Utilizacdo de Mamiferos na Neurociéncia

e Pesquisa Comportamental (National Research Council 2003) ©7),

6.3 Procedimentos experimentais

Para o cumprimento dos objetivos tracados, os animais foram distribuidos,
ap0s o pareamento pela massa corporal, em aproximadamente 11 animais para
formacdo dos grupos experimentais, os quais foram formados da seguinte forma:

Grupo controle salina (CTL): constituido por animais mantidos em suas caixas
moradias que receberam salina; grupo controle com suplementacdo com leucina
(LEU): composto por animais que foram mantidos em suas caixas moradia e
receberam a suplementacéo de leucina; grupo privacao de sono paradoxal por 96h
(PS): composto por animais submetidos a privacdo de sono paradoxal por 96h e que
receberam a salina e grupo privacédo de sono paradoxal por 96h suplementado com
leucina (LEU+PS) composto por animais submetidos a privacdo de sono paradoxal

por 96h e que receberam a suplementacédo de leucina.

Tabela 1 — Representacéo da distribuicdo dos grupos e seus respectivos nimeros de animais.

Grupos Representacao n
Controle — Salina CTL 11
Controle suplementado com Leucina LEU 11
Privado de sono paradoxal — Salina PS 12
Privado de sono paradoxal e suplementado com leucina LEU+PS 12
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6.3.1 Privacéo de sono paradoxal

A privacdo de sono paradoxal foi realizada pelo método modificado das
plataformas multiplas, que consiste em alojar até 5 animais sobre 7 plataformas
circulares de 6,5cm de didmetro distanciadas uma das outras por aproximadamente
10 cm, submersa em &gua em um tanque de aco inoxidavel (123 cm de
comprimento x44 cm de largura x 44 cm de altura) ®®. O nivel da agua fica a 1cm
abaixo da superficie das plataformas e os animais permanecem nas superficies
secas; devido a atonia muscular oriunda do sono paradoxal, ao iniciar essa fase do
sono 0s animais podem tocar ou até mesmo cair na agua, sendo-os entdo
acordados durante o periodo de 96h (figura 5A). Por todo tempo do protocolo
experimental de privacdo de sono paradoxal por 96h os animais receberam agua e
comida ad libitum (figura 5B). Antes do procedimento de privacdo propriamente dito,
0os animais foram adaptados ao tanque de privagdo por 3 dias consecutivos por 1
hora, para que os animais fossem ambientados as condicfes experimentais e para
gue o estresse gerado por este protocolo fosse minimizado.

E importante mencionar que este método é eficiente em suprimir toda fase
paradoxal do sono, conforme consiste sua definicdo, mas também é capaz de
resultar em significativas reducdes, em torno de -31 a -37%, da fase do SOL. Estas
perdas persistem durante os 4 dias de duracdo do protocolo. Logo, este € um
método eficiente para supressao total do sono paradoxal, mas ndo de maneira
exclusiva 9

Durante 0 mesmo periodo de experimentacdo, os animais do grupo CTL
foram mantidos em suas caixas moradias e manipulados para a limpeza da forragcéo
das mesmas. Os animais deste grupo receberam agua e comida ad libitum e foram
mantidos na mesma sala que o grupo experimental para igualar suas condicdes

ambientais (figura 5C).

Figura 5 — Privacéo de Sono Paradoxal. (A) privagdo de sono paradoxal pelo método das plataformas
multiplas. (B) representacdo de disponibilidade de agua e comida ad libitum durante a privagao de
sono paradoxal. (C) representacdo da manutencdo dos animais controles no mesmo ambiente da
privacdo de sono paradoxal.

46



6.3.2 Suplementacéao de leucina

A suplementacéo de leucina (L-leucina Ajinomoto®, Lote n°:090047M04C) foi
realizada de forma intragastrica (GAVAGE - figura 6A) como descrito por Crozier e
colaboradores ("®. Neste procedimento 54g de Leucina foi adicionada em 1 litro de
agua MilliQ, formando uma suspenséo (figura 6B). Para a suplementacédo de leucina
cada animal recebeu a quantidade de 1,35g/kg da massa corporal da suspenséo de
leucina 1 vez ao dia (7h da manha) ("®., Para tanto, a dosagem de suplementacéao foi
recalculada diariamente durante todo o periodo de experimento. A suplementacéo
de leucina iniciou ainda durante o periodo de adaptacdo dos animais a privacao de
sono paradoxal (3 dias consecutivos) e se manteve até o fim das 96h de privacéo de
sono paradoxal.

A fim de evitar que a prépria expansdo gastrica sinalizasse algumas das
proteinas que foram analisadas, uma solucao salina (NaCl 0,9%) foi administrada via
GAVAGE em volume equivalente a suplementacdo de leucina (2,5mL/100g massa
corporal) NOS grupos que nado foram suplementados. Além disso, antes do inicio do
protocolo todos os animais passaram por um periodo de adaptacdo a GAVAGE, o
qual consistiu em introducdo da sonda de alimentacédo intragastrica e administracao

de 1mL de salina por 3 dias consecutivos.

Figura 6 — Suplementacao de Leucina. A — representacdo do procedimento de GAVAGE. B -
suspensdao de leucina.
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6.3.3 Eutanasia

Apoés o periodo de intervencdo de privacdo de sono paradoxal por 96h e/ou
suplementacdo de leucina os animais foram eutanasiados por decapitacdo
(guilhotina); um procedimento de morte rapida, inconsciente e livre de dor, aceito
para roedores quando o propdsito € a obtencdo de tecidos e sangue livres de
contaminac&o por agentes quimicos (199, Além disso, € plausivel destacar que 2h
antes da realizacédo de tal procedimento, foi vedada a oferta de racdo aos animais
para que as dosagens sanguineas e as sinalizacfes moleculares ndo sofressem

alteracdes decorrentes da alimentag&o regular.

6.3.4 Coleta de sangue e extracdo de tecidos

Imediatamente ap6s a eutanasia o sangue foi coletado em tubos secos para
aquisicdo do soro ou em tubos contendo EDTA (Vacutainer®) como anticoagulante
para andlise de hemograma e obtencao de plasma. Além disso, 25uL de sangue foi
coletado em tubos capilares de vidros heparinizados que rapidamente foram diluidos
em 50uL de fluoreto de soédio contidos em micro tubos (eppendorf®) e
posteriormente estocada em -20°C, para andlise da glicemia. Para formacdo das
aliquotas do soro, o sangue coletado no tubo seco permaneceu em repouso para
retencdo de coagulo por 2h, posteriormente foi centrifugado em temperatura
ambiente (20£2°C) a 3500rpm por 10 minutos. J4 para as aliquotas de plasma, o
sangue coletado nos tubos com EDTA foram centrifugados a 3400rpm por 12
minutos em 4°C. Ambas as aliquotas foram estocadas em freezer -80°C para
posteriores analises de testosterona, corticosterona, creatinina, ureia (realizadas no
soro) e insulina (realizadas no plasma).

Além da coleta de sangue, o musculo gastrocnemius foi dissecado e limpo de
tecidos conjuntivos, posteriormente envolto em papel filtro para retirada do excesso
de liquido e sua massa foi mensurada.

Apés este procedimento a porcdo medial foi rapidamente dissecada e
cuidadosamente dividida em 2 partes, proximal e distal, em que a porcéo proximal foi

imediatamente congelada em nitrogénio liquido para analises de proteinas
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envolvidas nas vias de sintese e degradacdo de proteinas musculares e a por¢ao
distal foi utilizada para anélise histologica.

As dosagens sanguineas realizadas foram:

+ Corticosterona — As concentracdes de corticosterona foram mensuradas
no soro pelo método de radioimunoensaio (RIA), usando kit comercialmente
disponivel (MP Biomedicals, EUA), com limite de deteccdo minima de
aproximadamente 20ng/dL.

+ Testosterona Total — A andlise foi realizada no soro através do
equipamento UnicellTM DxI 800 Access® fabricado pela empresa Beckman Coulter®.
O método de analise trata-se de um imunoensaio quimioluminescente, com limite de
deteccdo minima de aproximadamente 10ng/dL.

* Creatinina — A analise foi realizada no soro através do equipamento
ADVIA 2400® fabricado pela empresa SIEMENS. O método de andlise se baseia em
Jaffe, picrato alcalino, cinética com correcdo da velocidade do branco, com limite de
deteccdo minima de aproximadamente 0,1mg/dL

« Ureia— A andlise foi realizada no soro através do equipamento ADVIA
2400® fabricado pela empresa SIEMENS. O método baseia-se na reagdo enzimatica
Roch Ramel meio de urease e glutamato desidrogenase com limite de deteccéo
minima de aproximadamente 5mg/dL

* Glicose — A glicose foi analisada no sangue pelo método eletroquimico
com enzima imobilizada (glicose-oxidase), utilizando o analisador YSI 2300 STAT
PLUS™ (Yellow Springs, Ohio, EUA) com limite de deteccdo minima de
aproximadamente 500mg/dL.

* Insulina — A dosagem foi realizada no plasma pelo método de ensaio
imunoenzimatico (ELISA), utilizando o Kit comercial Millipore (Billerica, MA, EUA)
com limite de deteccéo minima de aproximadamente 2ng/dL.

6.3.5 Histomorfometria

a) Histologia

A porcéo distal do gastrocnemius foi coberta com amido de milho e imbricada

com uma massa composta de leite em pé e Tissue-Tek® O.C.T. Compound,
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imediatamente congelado em nitrogénio liquido (N2) para que fossem realizados
cortes transversais a partir de um criostato. Apés o imbricamento os tecidos foram
armazenados em freezer -80°C e posteriormente cortes seriados de 10um foram
obtidos em criostato (Leica Microsysten- CM1850), a temperatura de -22°C,
coletados em laminas de vidro silanizadas.

Para andlise morfoldgica foi utilizada a coloragédo da ATPase a 10,3 de pH
pelo método adaptado ao descrito por Brooke e Kaiser V. Apés a aquisicdo dos
cortes, as laminas foram alocadas em uma cubeta imergidas de Formol Ca** de
Backer mantidas por 4 minutos a 4°C (50mL de formalina 10% e 0,5 de cloreto de
calcio). Apds este procedimento as laminas foram lavadas 3 vezes com H:20
destilada e cobertas com um Tamp&o Glicina (SOLUCAO A: 751mg de glicina;
585mgNacCl, 860mg Cacl.2H20, 100mL H20 destilada e SOLUCAO B: 9mL Na OH
1M, 90mL H20 destilada) por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida a
cubeta com as laminas foi lavada com H20 destilada por 3 vezes; foi adicionada
solugdo ATP-Naz, pH 9,5 (ATP-Na2-9,5 reconstituida com a SOLUCAO B do tamp&o
glicina) filtrada e levada a uma estufa a 37°C por 35 minutos. Ao final desse periodo
a cubeta foi lavada outras 3 vezes com H20 destilada e foi adicionado o Cloreto de
Cobalto 2% o qual permaneceu por 5 minutos. Outra série de 3 lavagens com H20
foram realizadas para adicdo da solucdo de Sulfeto de Ambnia a 0,5% (80mL de
H20, 1,9mL de sulfeto de aménia) que foi mantida por 3 minutos. Logo em seguida
uma ultima sequéncia de lavagens foi realizada com H20 destilada por 3 vezes para
que a laminula fosse fixada a lamina com gelatina glicina “%. Apés a montagem das
laminas, estas foram secas em ambiente escuro. Os cortes histoldgicos foram
previamente avaliados por microscopia de luz (microscopio Axioplan 2 Zeiss —
Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de S&o Paulo) e

posteriormente analisado a area de seccao transversal.

b) Area de seccéo transversal

Apoés a coloracdo das laminas, as imagens digitais de aproximadamente 4
animais por grupo foram obtidas por um microscépio Olympus BX50 brightfield e
uma camera DP71 (Melville, NY) com magnificacdo de 400x e objetiva de 40x do
Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de Sao Paulo. As analises

da area de seccéo transversal das fibras musculares foram mensuradas de forma
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cega, contando 100 fibras de cada tipo de fibra muscular (fibras tipo I, tipo Ila e 1Ib)
por animal com auxilio do software Axio Vision 4.6 software (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH). Para a identificacdo dos subtipos de fibras, foi realizada a comparacgao entre
as coloracoes obtidas nesses ensaios (figura 3) conforme descrito por Hamalainen e
Pette (101) e posteriormente corrigidos pelo comprimento da tibia de cada animal.
Devido ao protocolo de coloracdo das laminas se torna possivel identificar apenas 3
cores diferentes, limitando-nos a identificar as fibras musculares do tipo I, lla e llb,

em que as fibras tipo lIx podem ter sido contadas como fibras tipo lla.

Classificacdo dos tipos de fibra
musculara partir do ensaio
histoquimico da ATPase

Fibras Musculares Coloragdo pH 10,3

Tipo |

Tipo lla .
L

Tipo llb

Figura 7 — Classificacéo dos diferentes tipos de fibra muscular a partir da coloracéo da enzima
ATPase em pH 10,3. Adaptado de Brooke e Kaiser “1-

6.3.6 Velocidade inicial da atividade enzimatica do proteassomo 26s

Os musculos gastrocnemius foram homogeneizados com tampédo de lise
(Manitol 210mM, Sacarose 70mM, MOPS 5mM, EDTA 1mM, pH 7.5), sem inibidores
de proteasse e fosfatase por 10 minutos a 50Hz no homogenizador TissuelLyser LT
(Qiagen, Sample & Assay Technologies). Ap6s a homogeneizagcdo os tubos foram
centrifugados a 7000rpm por 5 minutos para coleta do sobrenadante e a dosagem
de proteinas dos sobrenadantes foi realizada utilizando BCA Protein Assay Reagent
(Thermo Scientific Pierce Protein Biology).

Aliguotas de 50ug de cada amostra foram submetidas ao ensaio fluorimétrico
por 40 minutos com intervalos de 50 segundos entre as leituras utilizando o
substrato fluorogénico Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7amido-4-metilcoumarin (Suc-LLVY-
AMC - Enzo Life Sciences item #P802-0005). Para tanto, as amostras foram
incubadas em 100uL de Tris 50mM, pH 7.5 contendo 25mM KCI, 10mM NaCl,
200uM Suc-LLVY-AMC, 25uM de ATP e 5mM MgCl2 que atuam como cofatores da
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peptidase. Apds a degradacdo do substrato, amido-4-metilcoumarin é liberado e
detectado por fluorimetro (excitacdo a 360nm e emissdo a 460nm). A atividade da
peptidase foi medida na presenca ou na auséncia do inibidor especifico do
proteassomo (epoxomicina) dos quais utilizamos os primeiros 12 minutos da leitura
realizada no fluorimeto e a diferenca entre os dois meios foi utilizada para analise e
atribuicdo da velocidade inicial da atividade enzimatica do proteassomo.

Todo o ensaio da Atividade do Proteassomo 26S foi realizado no Laboratoério
Carl Peter von Dietrich do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de

Sao Paulo.

6.3.7 Western Blot

Para o ensaio do Western Blot outras aliquotas do musculo gastrochemius
foram homogeneizados com tampao de lise (tris 100mM, NaCl 150mM, EDTA
10mM, triton X-100 1%, PBS 0,1%, deoxicolato de sddio 0,5%, glicerol 10%, pH 8.0),
contendo inibidores de proteases “Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets”
(Roche Applied Science Inc. Penzberg - Germany) e de fosfatases “PhosSTOP
Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets” (Roche Applied Science Inc. Penzberg -
Germany) (10% do peso do tecido / volume) por 10 minutos a 50Hz no
homogenizador TissueLyser LT (Qiagen, Sample & Assay Technologies).
Posteriormente, o tecido homogenizado passou por 4 ciclos de
congelamento/descongelamento em N2 liquido e centrifugados a 7.000rpm por 5
minutos para coletar o sobrenadante (SN1 — considerado como a fragao citosolica do
homogenato); o pellet foi novamente homogeneizado seguindo oS mesmos passos
descritos anteriormente, porém foi acrescido ao tampédo SDS 0,1% para obter um
novo sobrenadante (SN2 — considerado a fracdo nuclear do homogenato), que foi
incubado em gelo por 10 minutos e centrifugados a 7.000rpm por 5 minutos e
posteriormente estocado.

A dosagem de proteina dos sobrenadantes foi realizada utilizando BCA
Protein Assay Reagent (Thermo Scientific Pierce Protein Biology). Aliquotas de 50ug
de cada amostra foram submetidas a SDS-PAGE e transferidas para uma
membrana de PVDF. Posteriormente, a membrana foi incubada em uma solucéo de
bloqueio (5% de BSA em TBST- TRIS 50mM pH 7,4, NaCl 150mM e Tween-20
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0,1%) por 60 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi
incubada com os anticorpos primarios diluidos em solu¢do de bloqueio por 2h em
temperatura ambiente e lavadas trés vezes (5 minutos cada) com TBS-T.

Para deteccdo das bandas de interesse, foi utilizado anticorpo secundario
conjugado com peroxidase e substrato (Supersignal West Pico — Thermo Scientific
Pierce Substrates). A imagem digital da membrana foi adquirida usando
fotodocumentador (Uvitec Cambridge- Alliance mini 4m). A intensidade das bandas
foi quantificada usando software comercialmente disponivel (Uvitec Cambridge-
UVliband).

Os anticorpos aplicados foram: fosfo-Akt (Ser473) (Cell Signalling) com
diluicdo 1:200; Akt (Cell Signalling) com diluigdo 1:200; fosfo-p70S6 Kinase (Thr389)
(Cell Signalling) com diluicdo 1:200; p70S6 Kinase (100) (Cell Signalling) com
diluicdo 1:200; fosfo-mTOR (Ser2448) (Cell Signalling) com diluicdo 1:200; mTOR
(Cell Signalling) com diluicdo 1:200; 4E-BP1 (Cell Signalling) com diluicdo 1:200;
fosfo-4E-BP1 (Thr 70) (Cell Signalling) com diluicdo 1:200; LC3-1l (Cell Signalling)
diluicdo 1:1000 e p62/SQSTM1 (Cell Signalling) diluicdo 1:1000; fosfo-FoxO3a
(Ser253) com diluicdo 1:200; FoxO3a (Cell Signalling) com diluicdo 1:200 e a-
ubiquitina (Cell Signalling) com diluicdo 1:1000. Todas as proteinas foram
quantificadas e normalizadas pela quantidade da proteina GAPDH (Cell Signalling)
com diluicdo 1:1000.

Todo o ensaio de Western Blot foi realizado no Laboratério Carl Peter von

Dietrich do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Sdo Paulo.

6.3.8 Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-1

O IGF-1 foi analisado no préprio masculo gastrocnemius utilizando o mesmo
homogenato (SN1) realizado para analise de Western Blot. Sendo assim, o IGF-1 foi
analisado a partir do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), utilizando o Kit comercial de
ultra sensibilidade USCN Life Science® Inc. seguindo os passos descritos na bula.

Todo o ensaio de ELISA foi realizado no Laboratorio Carl Peter von Dietrich

do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Séao Paulo.
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6.4 Desenho experimental
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;} Chegada dos animais ao biotério do Departamento de Psicobiologia/UNIFESP + GAVAGE com leucina ou salina

== Periodo de ambientacdo ao biotério @ Adaptacdo ao protocolo de PSP
= Perfodo de experimentacdo l Privacdo de Sono Paradoxal

BER Mensuragdo da massa corporal v Eutanasia e extragdo dos tecidos

+ Adaptacdo a GAVGE

Figura 8 — Desenho Experimental — Em um primeiro momento, os animais foram alocados no
biotério do Departamento de Psicobiologia e distribuidos nos respectivos grupos. Apos 2 semanas de
ambientacdo, 0s animais passaram por um periodo de adaptacdo a GAVAGE por trés dias
consecutivos. Em seguida, iniciou-se o periodo de adaptacdo ao método modificado das plataformas
multiplas para privagé@o de sono paradoxal, por trés dias consecutivos durante 1 hora; nestes mesmos
trés dias ocorreu a suplementacao de leucina. Posteriormente a este periodo comecgou a privagdo de
sono paradoxal por 96h e a cada 24 horas os animais continuaram a ser suplementados com leucina.
ApOs o periodo de 96h de privacdo de sono paradoxal os animais foram eutanasiados e os tecidos
coletados. Durante todo o periodo de experimentacdo a massa corporal foi mensurada (a cada 24
horas).
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6.5 Analise estatistica

Antes das andlises de comparacédo entre os grupos foi testada a normalidade
da distribuicdo dos dados com o teste de Shapiro-Wilks (W). Para comparacao entre
0s grupos dos dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de
uma via (F) com post-hoc de Duncan test através do modelo linear geral (GLM). As
variaveis ndo parameétricas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis (H) com
correcdo de Bonferroni. Para comparacdo de medidas repetidas foi utilizada a
analise de variancia de duas vias (MANOVA) com post-hoc de Scheffé também pelo
GLM.

Todos os resultados sdo apresentados em médiatdesvio padrdo e a
significancia foi adotada quando o valor de p<0,05 e/ou tamanho do efeito (n)=0,30 e
o poder observado (w)=0,80. Para tanto, foi utilizado o software STATISTICA 12.0
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
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7. RESULTADOS

7.1 Massa corporal

Inicialmente, realizamos o pareamento dos animais a partir da massa corporal
ao completarem 90 dias de idade. Para isto a massa corporal de cada um deles,
apos ser mensurada passou pelo teste de normalidade (W=0,95, p=0,11) que
demonstrou uma distribuicdo paramétrica. Assim, 0s grupos experimentais foram
formados aleatoriamente seguindo a mesma distribuicdo realizada apés o desmame
dos animais. Em seguida a ANOVA (F@, 42:1,67; p=0,18; n=0,10; w=0,40) n&o
demonstrou diferencas na massa corporal entre os grupos formados.

Ao analisar o comportamento (variagdo — A) da massa corporal a cada 24h
durante todo o protocolo desde o inicio do periodo de suplementacéo de leucina até
o fim da privagdo de sono paradoxal (Fas, 252=8,1990; p<0,001; n=0,36; w=1) é
possivel observar que nos trés primeiros dias ndo houve variacées. Porém logo nas
primeiras 24h de privacdo de sono paradoxal encontramos uma queda abrupta em
ambos os grupos privados de sono em detrimento aos grupos ndo submetidos a
privacdo de sono paradoxal. Também observamos uma manutencdo da massa
corporal nos grupos que nao foram privados de sono ao longo de todo o

experimento (gréfico 1).

A da massa corporal a cada 24h

- CTL

-8- LEU
PS

-4 LEU+PS

Gréfico 1 - Variagédo (A) da massa corporal total em gramas a cada 24 horas. MANOVA, com post-
hoc de Scheffé test. Dados expressos em médiatdesvio padrdo. A Adap-1 é a variagdo da massa no
1° dia de suplementacéo e adaptacdo a privacdo de sono paradoxal. A Adap-2 é a variacdo da massa
no 2° dia de suplementagédo e adaptagao a privagdo de sono paradoxal. A Adap-3 é a variacdo da
massa no 3° dia de suplementacéo e adaptagéo a privacéo de sono paradoxal. 2grupos PS e LEU+PS
diferentes dos grupos CTL e LEU no mesmo periodo.
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Quanto a variacdo da massa corporal entre o primeiro e ultimo dia de privacédo
de sono paradoxal existe efeito do grupo (F, 42)=86,483; p<0,00; n=0,86; w=1) em
que o grupo CTL e o grupo LEU néo variaram, por outro lado tanto o grupo PS
quanto o grupo LEU+PS diminuiram a massa corporal ao final das 96h de privacéao

de sono paradoxal, e o LEU+PS perdeu menos massa corporal que o grupo PS

(gréfico 2).
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Grafico 2 - Variagdo (A) da massa corporal entre os grupos apés o protocolo de privacdo de sono
paradoxal por 96 horas. ANOVAoneway, com post-hoc de Duncan test. Dados expressos em
médiatdesvio padréo. adiferente dos grupos CTL e LEU, bdiferente do grupo PS.

7.2 Massa muscular e histomorfometria

A andlise da massa do gastrocnemius foi realizada utilizando uma ANOVAone-
way pOrém, antes da andlise propriamente dita, realizamos uma padronizacéo a partir
da razdo entre a massa muscular e o comprimento da tibia (g/mm). Assim, o grupo
PS mostrou-se com menor massa muscular do que os grupos CTL e LEU ao passo
que o grupo LEU+PS apresentou massa muscular similar ao dos grupos CTL e LEU,
diferindo-se apenas do grupo PS (F, 42=8,5081; p<0,001; n=0,38; w=0,98) (grafico
3A).

J& para area de seccédo transversal total, a padronizacdo foi realizada pela
razado do valor da area de seccao transversal de todos os tipos de fibra muscular
pelo comprimento da tibia (um?/mm) e posteriormente os valores foram analisados
por ANOVAone-way. Para esta variavel ndo houve efeito dos grupos (F, 10=1,3509;
p=0,31; n=0,28; w=0,25) (grafico 3B).
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Gréafico 3 — A — Massa do gastrocnemius corrigido pelo comprimento da tibia. B — Area de secgéo
transversal total corrigido pelo comprimento da tibia. ANOVAone-way, COM post-hoc de Duncan test.
Dados expressos em médiatdesvio padrdo. adiferente dos grupos CTL e LEU, Pdiferente do grupo
PS.

Apébs analisar a area de seccéo transversal total foi possivel avaliar os 3 tipos
de fibras musculares em cada um dos grupos experimentais (grafico 4A, B, C e D). A
area de seccao transversal das fibras tipo | ndo foi diferente entre os grupos (Hg,
14=0,99; p=0,8) (grafico 4E). J& a area de seccéo transversal das fibras tipo Ila no
grupo PS e LEU+PS foi menor do que nos grupos CTL e LEU (F@, 10=14,263;
p<0,001; n=0,81; w=0,99) (grafico 4F). Entretanto para as fibras tipo Ilb a area de
seccao transversal se mostrou menor apenas no grupo PS quando comparado aos
grupos CTL, LEU e LEU+PS (F,10=13,472; p<0,001; n=0,80; w=0,99) (grafico 4G).

Fibra Tipo llb
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Gréafico 4 — Representacdo dos diferentes tipos de fibra muscular e area de secc¢éo transversal dos
diferentes tipos de fibra muscular. A - diferentes tipos de fibra muscular no grupo CTL. B — diferentes
tipos de fibra muscular no grupo LEU. C - diferentes tipos de fibra muscular no grupo PS. D —
diferentes tipos de fibra muscular no grupo LEU+PS. E — Area de seccao transversal das fibras tipo |
corrigido pelo comprimento da tibia. F — Area de secc¢éo transversal das fibras tipo lla corrigido pelo
comprimento da tibia. G — Area de seccéo transversal das fibras tipo llb corrigido pelo comprimento
da tibia. ANOVAonre-way, cOm post-hoc de Duncan test. Dados expressos em médiatdesvio padréo.
adiferente dos grupos CTL e LEU, bdiferente do grupo PS.
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7.3 Sinalizacdes anabdlicas intramusculares

A primeira substancia anabdlica analisada no interior do tecido muscular foi o
IGF-1 (F@, 46=7,63; p<0,001; n=0,40; w=0,97) que apresentou niveis menores no
grupo PS quando comparado aos grupos CTL, LEU e LEU+PS. Por outro lado, os
niveis de IGF-1 intramuscular no grupo LEU+PS foram ainda maiores do que nos
grupos CTL e LEU (gréfico 5).
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Grafico 5 — Concentragdo do IGF-1 intramuscular. ANOVAoneway, cCOM post-hoc de Duncan test.
Dados expressos em médiatdesvio padrdo. adiferente dos grupos CTL e LEU, Pdiferente do grupo
PS.

Com relacdo as proteinas intracelulares que fazem parte da cascata de
reacfes que sinalizam a sintese proteica a Akt total (F3,32=2,79; p<0,05; n=0,30;
w=0,58) foi menor nos grupos PS e LEU+PS quando comparada aos grupos CTL e
LEU (grafico 6A). Comportamento similar foi observado na Akt fosforilada
(F3,32=3,72; p<0,03; n=0,35; w=0,72) em que os mesmos grupos PS e LEU+PS
foram menores do que os grupos CTL e LEU (grafico 6B). O mTOR total
(F(3,32=3,43; p<0,05; n=0,46; w=0,61), mostrou-se mais elevado apenas no grupo
LEU quando comparado a todos os outros grupos (grafico 6C), ja o p-mTOR
(F@3,32=4,66; p<0,03; n=0,53; w=0,76) foi maior nos grupos LEU, e LEU+PS quando
comparados aos grupos CTL e PS porém, o grupo LEU+PS apresentou niveis
menores do que o grupo LEU e niveis maiores que o grupo PS (grafico 6D). A
p70S6k ndo se alterou em nenhuma das condi¢cdes experimentais (F32=0,33;
p>0,05; n=0,047; w=0,10) (gréafico 6E), porém a p-p70S6k (F@3,32=4,41; p<0,001;
n=0,39; w=0,79) foi maior nos grupos LEU e LEU+PS quando comparados aos
grupos CTL e PS (gréfico 6F). Com relagdo a 4E-BP1 total (F3,32=3,30; p<0,05;
n=0,45; w=0,60), foi possivel observar concentracdes elevadas desta proteina
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apenas nos grupos PS e LEU+PS (grafico 6G). Por outro lado, ao analisarmos a
fosfo-4E-BP1 (F3,32=7,16; p<0,001; n=0,64; w=0,92) observamos valores maiores
nos grupos LEU, PS e LEU+PS comparados ao grupo CTL e valores ainda mais
elevados foram observados no grupo LEU+PS quando comparados aos grupos LEU
e PS (grafico 6H).
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7.4 SinalizacGes catabdlicas intramuscular

Apés a analise da via de sinalizacdo intramuscular de degradacgéo proteica foi
possivel observar que a proteina FoxO3a total (F@.32=16,56; p<0,001; n=0,80;
w=0,99) apresentou valores mais altos nos grupos LEU, PS e LEU+PS, entretanto o
grupo PS apresentou nivel ainda mais elevado que os grupos LEU e LEU+PS
(grafico 7A). Para a fosfo-FoxO3a da fracdo citosdlica (F,32=64,33; p<0,001;
n=0,92; w=1) observamos niveis elevados nos grupos LEU, PS e LEU+PS, sendo
que nos grupos PS e LEU+PS apresentam-se maiores concentragfes do que o
grupo LEU (grafico 7B). J&a para fracdo nuclear, a fosfo-FoxO3a (F,32=3,66; p<0,03;
n=0,40; w=0,68) foi maior apenas no grupo LEU+PS comparado a todos os outros

grupos (gréfico 7C).
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Grafico 7 — Concentragdo das proteinas responsaveis pela sinalizacdo de degradacao proteica.
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concentracdo FoxO3a total do sobrenadante 1. B - concentracdo FoxO3a fosforilada do
sobrenadante 1. C — concentracdo FoxO3a fosforilada do sobrenadante 2. adiferente dos grupos CTL,
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Com relacao as proteinas ubiquitinadas (F,32=3,75; p<0,03; n=0,41; w=0,70)
ambos os grupos privados de sono (PS e LEU+PS) obtiveram niveis maiores do que
0S grupos que nao foram privados de sono (CTL e LEU) (grafico 8A). A LC3-II
(F3,32=6,39; p<0,01; n=0,61; w=0,88) seguiu um comportamento similar ja que foi
mais elevada nos grupos PS e LEU+PS comparados aos grupos CTL e LEU (grafico
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8B). O mesmo comportamento foi observado com relagdo a p62/SQSTM1
(F@3,32=35,10; p<0,001; n=0,84; w=1), a qual nos grupos PS e LEU+PS apresentam

maiores concentracdes dessa proteina do que os grupos CTL e LEU (grafico 8C).
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Grafico 8 - Concentragdo de proteinas responsaveis pela sinalizacdo de degradagdo proteica.
ANOVAone-way, cOm post-hoc de Duncan test. Dados expressos em médiatdesvio padrdo. A -
concentracdo de proteinas ubiquitinadas. B — concentragédo LC3-Il. C — concentragdo p62/SQSTM1.
adiferente dos grupos CTL, diferente do grupo LEU.

Além das proteinas intramusculares que sinalizam a degradagdo proteica
estarem alteradas ap0s a privacdo de sono paradoxal, foi possivel observar que a
velocidade inicial da atividade enzimatica do proteassomo também foi alterada
(F@3.36=3,79; p<0,01; n=0,24; w=0,77. Ambos os grupos submetidos a privagao de
sono paradoxal suplementados ou ndo com leucina (PS e LEU+PS respectivamente)
apresentam maior velocidade da atividade enzimatica do proteassomo do que o0s
grupos que nao foram submetidos a privacao de sono paradoxal (CTL e LEU) (figura
9).
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Grafico 9 — Velocidade inicial da atividade enziméatica do proteassomo 26s. ANOVAone-way, COM pOSt-
hoc de Duncan test. Dados expressos em médiatdesvio padrdo. A — concentracdo de proteinas
ubiquitinadas. B — concentracdo LC3-1l. C — concentracdo p62/SQSTML. adiferente dos grupos CTL e
LEU

7.5 Dosagens sanguineas de sinalizacbes anabdlicas e

catabolicas

Além das sinalizac¢des intracelulares também avaliamos o comportamento de
marcadores sanguineos que pudessem demonstrar as altera¢cdes observadas no
trofismo da musculatura esquelética ao final do periodo experimental. Na tabela 2
demonstramos algumas alteracbes do perfil circulante de alguns hormdénios e
metabdlitos, assim como a glicemia. Neste sentido, observamos que a corticosterona
(Ha, 46=28,42, p<0,001) apresentou niveis menores nos grupos CTL e LEU
enquanto que os grupos PS e LEU+PS apresentaram valores elevados. Ja para a
testosterona total (H, 46)=27,9; p<0,001) observamos um comportamento inverso,
em que os grupos CTL e LEU apresentaram valores maiores enquanto que nos
grupos PS e LEU+PS os valores foram menores.

A insulina foi outro horménio que apresentou uma variagdo importante entre
0s grupos (F@, 42=10,911, p<0,001; n=0,47; w=0,99), onde os grupos PS e LEU+PS
apresentaram menores niveis de insulina circulante do que os grupos CTL e LEU.
Porém ao analisarmos a glicemia n&o foi possivel identificar nenhuma diferenca
entre os grupos (F@, 42=1,8816, p=,14738; n=0,11; w=0,45).
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A fim de buscar um melhor entendimento do possivel estado catabdlico
gerado pela privagao de sono, ou ainda, se a suplementacéo de leucina gerou algum
tipo de sobrecarga renal, tanto a creatinina quanto a ureia sistémicas foram
analisadas, para tanto, os niveis de creatinina (Hs, 46=2,63; p=0,45) bem como de

ureia sérica (F, 42=0,68, p=0,56; n=0,06; w=0,17) ndo se diferiram entre 0s grupos.

Tabela 2 — Perfil sérico hormonal e de metabdlitos.

CTL LEU PS LEU+PS

Corticosterona (ngimv) 39,5%£33,6 45,3+22,2 223,5£154,82 294,2+148,42
Testosterona (ng/dL) 706,9+375,2 903,6+378,9 144 5+59,72  229,1+149,12

Insulina (ng/mu) 2,3+1,3 2,6+1,9 0,34+0,22 0,34+0,32
Glicose mg/mL) 88,1+17,5 85,6+6,3 98,716 88,8+14,8
Creatinina (ng/mL) 0,22+0,04 0,22+0,06 0,23+0,03 0,22+0,02
Uréia (mg/mL) 43,5+3,8 43,1+4,3 45,6+3,6 43,5+3,8

Analises realizadas através do teste de KRUSKAL-WALLIS com pos-hoc de Mann Whitney corrigido
por Bonferroni test para Testosterona, Corticosterona e Creatinina e ANOVAone-way, com post-hoc
de Tukey test para Insulina, Glicose e Ureia. Dados expressos em médiatdesvio padrdo. adiferente
do grupo CTL e do grupo LEU.
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8. DISCUSSAO

Nos ultimos anos nosso grupo vem dedicando esforco para entender as
repercussdes do débito de sono sobre a musculatura esquelética. Neste contexto,
Dattilo e colaboradores, apresentaram a hipotese de que as alteragbes na secrecdo
de testosterona e da corticosterona sejam 0s principais responsaveis pelo prejuizo
do débito de sono a recuperacdo muscular, uma vez que sdo hormonios
predominantemente anabdlico e catabdlico, respectivamente (34,

Posteriormente, esta hipotese foi confirmada experimentalmente mostrando
gue a privacao de sono paradoxal por 96h promoveu reducdo da massa corporal, da
area de seccao transversal e da massa do musculo tibialis anterior, juntamente com
reducdes dos niveis de testosterona e aumento de corticosterona 8. A partir desses
resultados, utilizar estratégias que possam minimizar ou até mesmo reverter o
quando de atrofia muscular se torna necessario. Neste sentido, o presente trabalho
buscou avaliar os efeito da suplementacao de leucina nas vias tréficas e atréficas da
musculatura esquelética de ratos submetidos a privacdo de sono paradoxal. Como
esperado, a privacdo de sono promoveu a atrofia de fibras glicoliticas, ao passo que
a suplementacao de leucina foi capaz de inibir que tal atrofia fosse observada.

A atrofia muscular decorrente da privacdo de sono paradoxal foi
acompanhada pela reducdo dos niveis de testosterona total sérica e aumento dos
niveis de corticosterona, reproduzindo os achados previamente descritos por nosso
grupo @833 Trés fatores podem justificar as alteragcdes hormonais ocorridas durante
a privacdo de sono paradoxal: alta atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal que
promove uma maior secrecdo de corticosterona @4, a competicdo entre
corticosterona e testosterona pelos mesmos receptores 199 e o fato de que o
aumento de glicocorticoides pode estimular apoptose das células de Leydig,
diminuindo a sintese de testosterona (13, Assim, é plausivel pensar que a elevacéo
dos niveis de corticosterona gerada pela privacdo de sono paradoxal iniba as acdes
e a producéo de testosterona, diminuindo a sintese e/ou aumentando o catabolismo
de diversos tecidos, incluindo os musculos esqueléticos.

No sentido que a privacdo de sono gera um ambiente catabdlico, foi possivel
reproduzirmos dados encontrados por outros autores, ja que houve diminuicdo da
massa corporal tanto durante (variacdo da massa corporal a cada 24h) quanto ao

final das 96h de privacdo de sono paradoxal (2 24 104 Até o inicio da década de
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2010, a reducdo da massa corporal observada a partir da privagdo de sono
paradoxal em ratos, foi associada principalmente ao catabolismo dos componentes
de gordura corporal ?2 24: resultado também observado neste estudo (dados
apresentados no anexo 2). Entretanto, a partir de 2012 com os achados de Dattilo e
colaboradores 8, Monico-Neto %4 e pelos resultados demonstrados no presente
estudo, € possivel afirmar que a diminuicdo da massa muscular também contribua
com a reducdo da massa corporal total observada durante e ao final da privacdo de
sono paradoxal em ratos, uma vez que este tecido representa aproximadamente
40% de toda massa corporal 199,

Por outro lado, demonstramos que a suplementacdo de leucina durante a
privacdo de sono foi capaz de atenuar a reducdo da massa corporal. E bem
estabelecido na literatura que a leucina possui propriedade anticatabodlica, ndo sé
por inibir a degradagéo, mas também por estimular a sintese em diversos tecidos,
incluindo o figado, o tecido adiposo e os musculos esqueléticos ©8). Corroborando
estas informacfes observamos que o grupo LEU+PS apresentou uma reducéo na
massa do figado, da gordura epididimal e retroperitonial em menor magnitude
quando comparado ao grupo PS (anexo 2). Entretanto muitas pesquisas vém
demostrando que o principal efeito da leucina pode ser observado nos musculos
esqueléticos, estimulando a sintese proteica neste tecido ou inibindo sua
degradagdo (8 82 9. 106) Neste mesmo sentido, observamos que a massa do
gastrocnemius foi preservada durante a privacdo de sono quando suplementado
com leucina.

Apesar de observarmos reducdo na massa muscular ndo foi possivel
identificar, no presente trabalho, reducdo da area de seccdo transversal total do
musculo gastrocnemius nos animais submetidos a privagdo de sono.
Aparentemente, este achado parece ser contraditorio aos resultados encontrados
por Dattilo e colaboradores ?® e M6énico-Neto %4, porém, é preciso considerar que
esses autores utilizaram musculos compostos predominantemente por fibras
glicoliticas, ao passo que no presente estudo utilizamos o gastrocnemius que € uma
musculatura mista, cuja distribuicdo de fibras musculares se da de forma mais
uniforme (“9),

Esta diferenca na composicdo muscular vem sendo apontada por alguns
autores como fator determinante a responsividade seletiva aos diferentes estimulos

atroficos. Assim, musculos glicoliticos seriam primariamente afetados por estimulos
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catabdlicos induzidos por glicocorticoides e privacdo de alimento, por exemplo,
enquanto que musculos oxidativos seriam mais sensiveis a atrofia induzida por
denervacgéo 7. 43),

Por outro lado, ao analisarmos os diferentes tipos de fibras musculares foi
possivel identificar que as fibras do tipo lla e llb foram atrofiadas ap6s o periodo de
96h de privacdo de sono paradoxal, enquanto que as fibras tipo | ndo sofreram
nenhum tipo de alteracdo com relacdo a area de seccdo transversal. Esta
seletividade atréfica pelas fibras do tipo 1l pode ser justificada pelas diferencas
metabdlicas e pelas diferentes sinalizacdes moleculares deste tipo de fibra em
comparacao as fibras tipo | 43,

Entre as proteinas intracelulares que podem explicar certo tipo de protecédo a
atrofia nas fibras do tipo | durante condicfes atroficas induzida por glicocorticoides,
destacam-se a peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator (PGC)-
1a, uma proteina altamente expressa em fibras oxidativas e que possui papel
fundamental na biogénese mitocondrial e na formacéao de fibras tipo | (107 108)  Além
disso, alguns autores apontam que as sinalizacdes catabodlicas por meio das familias
da FoxO que modulam a atividade do sistema ubiquitina-proteassomo e da
autofagia-lisossomal tendem a atingir primariamente fibras do tipo 1 (109, 110),

De fato, Wang e Pessin apontam em sua revisdo que protocolos de
imobilizacdo de patas, por exemplo, por sua caracteristica de desuso muscular
apresentam reducbes em ambos os tipos de fibras musculares, enquanto que a
atrofia relacionada a déficits nutricionais, envelhecimento, caquexia do céncer,
sepse, diabetes, tratamento de inflamac&o com glicocorticoide ou estresse sdo mais
relacionadas a perda de fibras glicoliticas ¢“3).

A partir dessas possibilidades de sinalizagbes biomoleculares, observamos
que a suplementacéo de leucina foi capaz de reverter a atrofia muscular apenas nas
fibras do tipo Ilb, ndo modulando o trofismo das fibras do tipo lla. Possivelmente isto
ocorra devido a caracteristica das fibras musculares do tipo lla, que possuem
atividade migratoria podendo exercer tanto funcbes de fibras oxidativas quanto de
glicoliticas, caracterizando este tipo de fibra como intermediaria (38 42,

Considerando que as sinalizagbes mediadas pela FoxO atinge
preferencialmente as fibras tipo Il apos a privacdo de sono, observamos um aumento
da p-FoxO3a no citosol celular, o que poderia ir em sentido oposto as teorias que

apontam que este fator de transcricdo modula o catabolismo de fibras glicoliticas.
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Entretanto, ao analisarmos a FoxO3a total no nucleo celular foi possivel identificar
que animais privados de sono apresentam niveis mais elevados desta proteina,
enquanto que a p-FoxO3a alterou apenas no grupo LEU+PS. A partir desses
resultados podemos afirmar que a privacdo de sono foi capaz de aumentar a
dissociagdo da FoxO3a da molécula de fosfato no citosol celular, permitindo com
que a FoxO3a migre ao nucleo celular e promovendo a transcricdo de sinais
capazes de marcar (ubiquitinar) proteinas especificas, que seriam reconhecidas e
degradas pelo proteassomo ou pelo lisossomo “8 111),

Embora alguns autores tenham demonstrado que a suplementacéo de leucina
foi capaz de reduzir a atrofia muscular por meio da reducdo de proteinas
ubiquitinadas ®% 19) no presente trabalho ndo observamos nenhum efeito da
suplementacdo de leucina na reducao das proteinas ubiquitinadas. Este resultado,
porém, parece estar de acordo com outro achado de Batista e colaboradores 9 que
também ndo observaram efeito da suplementacdo de leucina na reducdo de
proteinas ubiquitinadas durante o tratamento com glicocorticoide sintético. Além
disso, € bem estabelecido na literatura que a privacao de sono € capaz de estimular
o perfil inflamatério, aumentando os niveis de TNF-a, IL-6 e NF-kB (112115 Sendo
assim, o fato do grupo LEU+PS apresentar aumento da p-FoxO3a na fragédo nuclear,
pode indicar uma via paralela de estimulacdo da degradacao proteica, uma vez que
o NF-kB é capaz de regular a atividade de enzimas E3 ligases (116. 117),

Observando que a privagcdo de sono foi capaz de aumentar a atividade da
FoxO3a e de aumentar a quantidade de proteinas ubiquitinadas, analisamos
também a expressdo de proteinas responsaveis pela formacédo do autofagossomo
(LC3-1) e por ligar as proteinas ubiquitinadas em LC3 e encaminha-las ao
autofagossomo (p62/SQSTML1). E ainda analisamos a atividade enzimética inicial do
proteassomo. Corroborando os achados de Monico-Neto %4 tanto a LC3-Il quanto a
p62/SQSTM1 foram aumentadas apos o periodo de privacdo de sono paradoxal,
mesmo quando houve a suplementacdo de leucina associada. O aumento da
expressdo destas proteinas pode indicar que a privagdo de sono foi capaz de
aumentar a formacgéo de autofagossomos ou ainda que esta condi¢cdo estimule uma
ma formacdo do complexo autofagossomol/lisossomo. Assim, a atrofia muscular
pode ter sido gerada tanto pelo excesso quanto pela falha da autofagia “8).

Por outro lado, diferentemente do que foi apresentado por Monico-Neto (104,

observamos que a velocidade inicial da atividade enzimatica do proteassomo foi
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maior nos animais privados de sono paradoxal. Possivelmente, tal diferenca possa
ter ocorrido devido ha algumas peculiaridades entre 0s protocolos experimentais
como, por exemplo, o fato da musculatura analisada serem diferentes, uma vez que
€ observada uma maior atividade de autofagia em musculos glicoliticos, ou ainda a
retirada de alimentos 2h antes da realizacdo da eutanasia, que poderiam mascarar a
andlise da atividade enzimatica do proteassomo. Além disso, a analise do resultado
do ensaio da atividade enzimatica do proteassomo foi realizada de forma diferente;
engquanto Monico-Neto (104 fez andlise da inclinacdo da reta, no presente estudo
analisamos a velocidade inicial da atividade enzimatica do proteassomo utilizando os
12 minutos do ensaio fluorimétrico.

A partir dos nossos resultados, € possivel pensar que tanto o sistema
ubiquitina-proteassomo quanto a autofagia-lisossomal possam estar ativos durante a
privacdo de sono, uma vez que a autofagia-lisossomal tem sido atribuida como
responsavel pela degradacdo e reciclagem de massa citoplasmética, proteinas e
organelas de vida longa, enquanto que o sistema ubiquitina-proteassomo esta
associado a degradacao de proteinas estruturais da musculatura esquelética como a
actina, a cadeias pesadas de miosina e a troponina | (62111,

E preciso considerar também que a atrofia muscular ndo se da
exclusivamente pelo aumento da degradacdo proteica, mas sim pelo desequilibrio
entre as taxas de sintese e degradacao. Neste sentido, considerando os resultados
observados em relacdo a via de degradacdo, buscamos entender também o
comportamento da via PI3K/Akt/mTOR, uma das principais vias responsaveis pela
sinalizacao da sintese proteica durante a privacédo de sono.

Para que esta via esteja ativa sdo necessarios estimulos, que podem se
originar de horménios como a testosterona e a insulina; fatores de crescimento (IGF-
1, por exemplo); macro nutriente como o aminoacido e glicose; ou ainda da propria
condicdo energética tecidual ©1. 118. 119) Neste sentido, foi possivel observar que os
niveis de insulina foram menores em ambos 0s grupos de animais submetidos a
privacao de sono paradoxal e que a leucina, apesar de ser apontada como uma das
principais estimuladoras da secrecdo de insulina ©4, nédo foi capaz de alterar seus
niveis plasmaticos em qualquer condicdo experimental.

Esses resultados estdo em consonéancia aos achados de outros autores que
também demonstraram que a privagdo de sono paradoxal foi capaz de reduzir os

niveis de insulina circulante 2 120) Além disso, é possivel observar em alguns
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protocolos de suplementacéo de leucina em que se utilizaram dosagens similares a
empregada no presente estudo, que os niveis de insulina circulante também n&o
foram alteradas (8 77. 8. %9 demonstrando que diversos efeitos da leucina podem
ocorrer em sinergia ou ndo a acao da insulina.

Considerando que a privacdo de sono paradoxal eleva o0s niveis de
glicocorticoides e que estes possuem efeitos antagonicos ao da insulina sobre a
captacao de glicose, a reducéo dos niveis de insulina circulante poderiam se da com
a finalidade de promover a manutencdo do fornecimento de glicose ao sistema
nervoso central 2D, Além disso, os niveis de IGF-1 intramuscular também foram
menores no grupo PS, indo ao encontro dos resultados de Monico-Neto (194 e Dattilo
e colaboradores (dados ndo publicados). As reducdes de insulina e IGF-1 nos
grupos privados de sono culminaram em uma menor fosforilagdo da Akt quando
comparado aos grupos que nao foram privados de sono.

A Akt, entre vérias outras funcdes é capaz de regular a atividade da captacao
de insulina a partir do substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) e de translocar o
GLUT4 para a membrana celular, permitindo assim, que a glicose seja captada de
forma mais adequada (1?2 123) Além disso, o status energético no interior celular
também é responsavel por manter um nivel adequado de trofismo muscular. Neste
sentido, embora ndo tenham sido observadas diferencas estatisticas (p=0,057), os
niveis glicémicos dos animais privados de sono apresentaram maiores médias em
relacdo aos outros grupos, sugerindo que a privagcdo de sono pode alterar a
captacdo de glicose pelos musculos esqueléticos e possivelmente diminuir a
disponibilidade de energia neste tecido.

Por outro lado, no grupo LEU+PS, os niveis de IGF-1 foram mais elevados do
gue nos grupos que nao foram privados de sono, ao passo que a p-Akt também foi
diminuida neste grupo. Provavelmente, a reducdo da atividade da Akt ndo ocorra
apenas pela diminuicdo dos niveis de IGF-1 ou insulina, mas também, pelo aumento
dos niveis de corticosterona, que podem inibir a Akt diretamente, como ocorre em
condicdes de tratamento com dexametasona (1?4, Tendo dito isso, sugerimos que o
aumento dos niveis de IGF-1 observado nos animais privados de sono e
suplementado com leucina ocorram na tentativa de regular a atividade da via
PI3K/Akt, uma vez que este amino&cido tem a capacidade de estimulacdo da sintese
de IGF-1 ("1. 79),
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O alvo subjacente da Akt € o mTOR que ao ser fosforilado tem a propriedade
de sinalizar outras duas proteinas a p70S6K e a 4E-BP1, essenciais para formacao
de novas proteinas 0 125 Neste sentido observamos que tanto o mTOR total
quanto sua porcao fosforilada (p-mTOR) ndo apresentaram diferencas entre 0s
grupos PS e CTL, possivelmente devido a reducao da atividade de sintese proteica
e aumento da sinalizagdo de degradacao proteica, tipicamente observado em
situacGes em que ha aumento de glicocorticoides (129),

Por outro lado, desde o final da década de 90 e inicio da década de 2000 até
os dias atuais, diversos autores vém demonstrando que a leucina exerce um papel
fundamental na estimulagdo da sintese proteica, principalmente por estimular
diretamente a fosforilacdo do mTOR (7. 6. 77. 127) Nossos achados corroboram as
informacdes previamente apresentadas uma vez que os grupos LEU e LEU+PS
apresentaram maiores niveis de ativacdo do mTOR quando comparados aos outros
grupos.

Paralelamente ao comportamento do mTOR, a p70S6k e a p-p70S6k também
nao se alteraram no grupo PS, porém a p-p70S6k estava mais ativa em ambos 0s
grupos suplementados com leucina, enquanto que a p-4E-BP1 esteve aumentada
nos grupos LEU, LEU+PS e PS. E importante mencionar que a p70S6k exerce papel
fundamental na traducédo proteica, enquanto que a 4E-BP1 possui a funcdo de
iniciacdo da traducdo. O processo de iniciacdo da traducdo € controlado pelo
complexo elF4F, que é formado por proteinas do complexo elF4A, elF4B, elF4G e
elF4E e possui a funcao de reconhecer, desenrolar e encaminhar o mRNA para o
complexo ribossomal de pré-iniciacdo 43s (1?8). Entretanto para que isto ocorra é
necessario que haja disponibilidade de elF4E, e esta disponibilidade é regulada por
uma familia de proteinas repressoras da traducdo, a 4E-BP1 (129),

Em situacbes de quiescéncia do trofismo muscular a 4E-BP1 se mantém
associada ao elF4E, impedindo suas acdes enquanto que a p70S6k nao é
fosforilada. Porém, quando ha estimulos hipertréficos, geralmente a partir da
sinalizacdo do mTOR, a 4E-BP1 é fosforilada e ocorre sua dissociacdo do elF4E,
formando o complexo elF4F, enquanto que a fosforilacdo da p70S6k permite que a
proteina S6 desempenhe seu papel de regulacdo de sintese de proteinas
ribossomais e de fatores de elongacgdes, que posteriormente serdo traduzidos em

novas proteinas 7).
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Neste sentido, parece pertinente pensar que haja algum tipo de tentativa em
estimular a sintese proteica durante a privacdo de sono, como observado em outras
condigBes catabdlicas (130, entretanto este processo parece ser impedido por uma
falha no processo de traducdo do MmRNAs, que ndo é observado quando a
suplementacdo de leucina foi associada a privacdo de sono paradoxal. Assim, a
manutenc¢ao do trofismo das fibras tipo IIb observadas nos animais privados de sono
e suplementados com leucina, ocorreu ndo pela diminuicdo das sinalizacbes de
degradacdo, mas sim pelo aumento da sintese proteica, balanceando
adequadamente o turnover proteico muscular.

Apesar de todos os efeitos benéficos da suplementacdo de leucina ao tecido
muscular, alguns autores demonstram que o0 excesso de consumo de
aminoacidos/proteinas, poderia comprometer a fungdo renal 130, tanto por aumento
da producdo de ureia como consequéncia da metabolizacdo dos aminoacidos (132
quanto pelo aumento da pressao glomerular e da hiperatividade renal para filtragao
sanguinea, a qual desencadearia uma esclerose glomerular. Assim, de forma
simplificada, ndo observamos nenhum indicio de que a suplementacédo de leucina
pudesse comprometer as fungbes renais em nosso protocolo. Nossos resultados
estdo de acordo a outros trabalhos em que nao foi observado aumento de creatinina
e ureia com as concentragdes plasmaticas de leucina (133),

Outro ponto que necessita ser abordado é a cinética da creatinina e ureia
durante protocolos de inducdo a atrofia muscular, ja que esses dois metabdlitos
podem ser aumentados em condicdes de protedlises. Neste sentido nossos
resultados foram similares aos observados por Hellgren e colaboradores 3% que
durante experimento de imobilizacdo de patas induzido por uso de anestésicos ndo
observaram alteracdes nos niveis séricos de creatina e ureia, porém sdo divergentes
aos de protocolos de imobilizacdo de patas por elevacdo das mesmas 1%, que
observam tanto aumento de creatinina quanto de ureia. Assim, nossos resultados
apontam que alteracées nos niveis de ureia e de creatinina durante a privacdo de
sono paradoxal poderiam ser secundarias a protedlise observada nesta condicéo.

Outro resultado possivel de ser explorado € o fato de que os efeitos benéficos
da suplementacdo de leucina a musculatura esquelética tenham ocorrido
independente da modulagdo da secrecdo dos hormonios corticosterona e
testosterona. Até o presente momento ndo ha nenhum indicio que a leucina module

a sintese ou secrecao dessas substancias, assim, esses resultados podem indicar
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que a atrofia muscular ocorrida durante a privacdo de sono, ndo ocorra Unica e
exclusivamente pelo perfil circulante dos mesmos. Possivelmente a privagdo de sono
seja capaz de sinalizar a atrofia muscular de outras maneiras, porém, estudos mais

especificos devem ser conduzidos para que isto seja confirmado, ou néo.
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9. CONCLUSOES

A privacdo de sono paradoxal por 96h foi capaz de reduzir os niveis séricos
de testosterona total e IGF-1 intramuscular, além de elevar os niveis de
corticosterona. Além disso, a suplementacdo de leucina ndo alterou o perfil de
nenhuma dessas substancias quando os animais nao foram submetidos a privagao
de sono, porém o IGF-1 no grupo LEU+PS apresentou niveis ainda mais elevados
que os grupos CTL e LEU.

Os niveis de insulina foram menores em ambos 0s grupos privados de sono,
nao havendo nenhuma influéncia da suplementacdo de leucina em nenhuma das
condi¢cBes experimentais. A glicemia, apesar de observamos um ligeiro aumento nos
animais privados de sono sem a suplementacdo de leucina, ndo apresentou
nenhuma alteracao significativa entre os grupos.

No presente estudo foi possivel observar que a privacdo de sono foi capaz de
estimular a atividade de algumas proteinas envolvidas na sintese proteica, porém
observamos um efeito menos expressivo na atividade da 4EBP-1. Neste sentido a
suplementacao de leucina se mostrou eficaz na estimulacdo da sintese proteica, na
presenca ou ndo da privagcdo de sono, ja que nos grupos suplementados com
leucina a atividade de toda a via de sintese proteica foi ainda mais elevada do que
Nnos outros grupos néo suplementados.

Com relacdo as proteinas que indicam a degradacao proteica, observamos
que a privacdo de sono foi capaz de aumentar a atividade destas proteinas e a
suplementacao de leucina nao foi capaz de reduzi-las.

A atividade inicial enzimatica do proteassomo também foi mais elevada em
ambos os grupos submetidos a privacdo de sono paradoxal, ndo havendo nenhuma
influéncia da suplementacao de leucina neste parametro.

Apenas as fibras musculares tipo lla e llb reduziram sua area de seccao
transversal apos o periodo de 96h de privacdo de sono paradoxal, ndo havendo
nenhuma alteracdo nas fibras do tipo I. A suplementacéo de leucina ndo promoveu o
aumento da area de seccao transversal em nenhum dos tipos de fibra musculares na
condicdo de sono normal, porém a suplementacéo de leucina protegeu as fibras tipo
IIb da atrofia apds a privacdo de sono paradoxal, ndo havendo nenhum efeito sobre
as fibras tipo lla.
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10. CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados expostos, podemos considerar que a privacao de sono
paradoxal por 96h em ratos promove atrofia seletiva de fibras glicoliticas em uma
musculatura mista a partir da diminuicdo da sinalizacdo de sintese proteica, pelo
aumento da autofagia e pela elevada velocidade inicial enzimatica do proteassomo.
Por outro lado, a suplementacéo de leucina foi capaz de inibir a atrofia muscular,
nao pelo retardo da degradacdo proteica, mas sim por aumentar a sintese de
proteinas musculares.

Nossos achados apontam que a atrofia das fibras glicoliticas ocorreu a partir
de sinalizacdes similares as observadas durante o tratamento com glicocorticoide
sintético, sendo essa sinalizacdo modulada pela corticosterona aumentada durante a
privacdo de sono e favorecida pela diminuicdo dos horménios anabdlicos insulina e
testosterona e do IGF-1. Porém a reversdo da atrofia observada com a
suplementacao de leucina sugere que o catabolismo muscular durante a privagao de
sono pode nao ocorrer exclusivamente por essas sinalizacfes, uma vez que isto foi
possivel mesmo ndo havendo restauracdo dos perfis hormonais.

Esses resultados sugerem ainda que a suplementacao de 1,35g/kg de leucina
ndo gerou sobrecarga renal, sendo uma estratégia eficiente na tentativa de

minimizar alguns dos efeitos deletérios da privacdo de sono paradoxal em ratos.
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11. LIMITAGOES DO ESTUDO

Alguns dos procedimentos experimentais, per se, apresentam caracteristicas
que podem exacerbar os resultados encontrados como, por exemplo, o método
modificado das plataformas multiplas para a privagcdo de sono paradoxal. Mesmo
que este método seja classicamente reconhecido como efetivo para promover a
privacdo de sono, também é um método que promove secrecao de glicocorticoide de
forma exacerbada. Este fato pode mascarar ou potencializar os efeitos de atrofia
muscular observados em roedores na condigdo de privagdo de sono paradoxal.

Outro ponto que se mostra como limitagdo € o método utilizado para
identificar os tipos de fibra muscular. No método utilizado por nés permite-nos
identificar 3 coloracdes diferentes, nos limitando a identificar apenas as fibras tipo |,
lla e IIb, em que as fibras lIx podem ter sido confundidas com as fibras tipo lla. Este
fato, apesar de ndo comprometer a qualidade da pesquisa, nos limita entender como
as fibras tipo Ila e lIx se comportam durante a privacao de sono paradoxal.

No mesmo sentido da tipagem de fibras musculares, ndo podemos atribuir as
alteracdes das sinalizacdes intramusculares que observamos no presente estudo, a
fiboras musculares especificas, uma vez que nao foi possivel separar cada um dos

tipos de fibra muscular.
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12. ANEXOS

ANEXO 1 - Carta de aprovacgdo do comité de ética e pesquisa — Universidade
Federal de Sao Paulo/ Hospital Sdo Paulo.

UNIFESD

TRIT i. TIN] Universidade Federal de 550 Pauio Cormité de Flica em Pesquisa

—_— e Escols Paulista de Madicing Hospital 530 Paulo
J I EEE[gIEEER N -
UNIVERSIDADE FEDERAL DE 3A0 PALIID

Sao Paulo, 30 de Julho de 2010.
CEP 0764/10

IImo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) MARCO TULIO DE MELLO

Co-Investigadores: Hanna Karen Moreira Antunes, Murilo Dattilo, Alessandra Medeiros, Marco Tulio de Mello
(orientador)

Disciplina/Departamento: Medicina e Biologia do Sono da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo
Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Efeitos da privacdo de sono nas vias tréficas e atroficas da musculatura

esquelética de ratos”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Experimental, categoria C - estudo crénico.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: N3ao se aplica.

OBJETIVOS: Verificar os efeitos da privagdo de sono no balango das vias de sintese e degradagio proteica
musculares, nas condigdes de privagdo de sono, assim como o impacto da privagdo de sono no processo de
recuperacao muscular, apds o dano induzido pela criolesdo ou toxina de cobra..

RESUMO: Estudo com 1260 ratos Wistar, machos, 12 semanas. Anestésico: ketamina e xilazina. Analgésico:
buprenorfina ou butorfanol. Eutanasia: decapitagdo. Serdo realizados 3 sub-projetos: protocolo experimental 1-
controle, privacdo de sono de 48h e 96h, as respectivas condi¢cées de rebote de sono de 24h e restrices de 7, 14 e
21 dias, com periodo de rebote de sono de 7 dias, nas condigdes sem dano muscular e com dano muscular induzido
por criolesdo e por toxina de cobra. Protocolo experimental 2 - controle, privagdo de sono de 48h e 96h, as
respectivas condigdes rebote de sono de 24h e restricées de 7, 14 e 21 dias, com periodo de rebote de sono de 7
dias, sob administracdo de L-leucina, nas condig~eos sme dano muscular e com dano muscular induzido por
criolesdo e por toxina de cobra. Procolo experimental 3- controle, privacdo de sono de 48h e 96h, as respectivas
condigdes rebote de sono de 24h e restrigoes de 7, 14 e 21 dias, com periodo de rebote de sono de 7 dias, sob
administragao de mordafinila, nas condi¢des sme dano muscular e com dano muscualr induzido por criolesdo e por
toxina de cobra. Para cada protocolo experimental, serdo utilizados 10 animais por grupo. Os animais serdo
sacrificados, o sangue coletado para analise de IGF-1, corticosterona, testosterona e TNF-alfa. Serao retirados os
musculos das patas traseiras: séleo, tibial anterior e plantar para analise das proteinas que compdem as vias tréficas
e atroficas da musculatura esquelética e para anadlise histologica. Serdo retirados também amostras de tecido
hepatico e cardiaco. A privagdo seletiva de sono paradoxal sera realizada pelo método da plataforma multipla. O

aminoacido L-leucina sera administrado por gavagem 3 dias antes do procedimento de privagido do sono e sera

1
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mantido pelo tempo que esse procedimento durar. A aplicacdo da modafinila sera realizada ip sempre no periodo da
manha ao longo de todas as condi¢bes de privagao e restricdo de sono. O procedimento de criolesdo sera realizado
sob anestesia, utilizando-se um bastdo metdlico resfriado em nitrogénio liquido, diretamente no ventre da
musculatura da pata esquerda. Para o protocolo de indugdo de dano muscular por toxina de cobra, sera injetado
notexina isolada do veneno de cobra diretamente no ventre do musculo. Para analise histolégica do musculo serdo
realizadas coloragdes com HE, ATPase e SDH, avaliando-se o remodelamento tecidual, tipo de infiltrado inflamatério,
edema necrose, fibras com ndcleos centralizados e fibras com nucléolos proeminentes.Serdo realizados ensaios de
imuno-histoquimica e westen blot..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudos tem mostrado que o sono é fundamental para o funcionamento celular,
organico e sistémico, sendo sua falta potencialmente prejudicial, alterando comportamento alimentar, regulagao
glicémica, pressao arterial, processos cognitivos e eixos hormonais. Este estudo visa verificar os efeitos da privagao
de sono no balango das vias de sintese e degradagédo proteica musculares, nas condigdes de privagdo de sono,
assim como o impacto da privagdo de sono no processo de recuperacdo muscular, apés o dano induzido pela
criolesao ou toxina de cobra..

MATERIAL E METODO: Estio descritos os procedimentos, utilizando metodologia de dominio do laboratério, com
infra-estrutuda adequada..

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo - R$ 47655,00.

CRONOGRAMA: 72 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 25/7/2011 e 24/7/2012.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Séo Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragéo do projeto.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para

possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

Atenciosamente,

e

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sao Paulo 0764/10

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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ANEXO 2 — Massa do figado e das gorduras Epididimo e Retroperitonial.
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Grafico Anexo 2 — Massa corporal de diferentes estruturas corporais. A — massa do figado corrigido
pelo comprimento da tibia. B — massa da gordura epididimal corrigido pelo comprimento da tibia. C —
massa da gordura retroperitonial corrigido pelo comprimento da tibia. ANOVAone-way cOm post-hoc de
Duncan Test. adiferente dos grupos CTL e LEU. bdiferente do grupo PS.
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