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RESUMO

Muitas doencas levam a um desequilibrio no metabolismo energético,
forcando o organismo a mobilizar as reservas energéticas a fim de suprir as
necessidades do individuo. A caquexia é uma sindrome que acomete grande parte
dos pacientes com cancer. Na caquexia ha intensa espoliacdo de tecido adiposo e
muscular. O tumor induz a secrecdo de muitos fatores que interferem no
metabolismo proteico. A proteina chave desse metabolismo € a mTOR, que controla
aléem da sintese de proteina, outros eventos celulares, como por exemplo,
proliferacao e diferenciagao celular. Por outro lado, a leucina, por ser um aminoacido
de cadeia ramificada com agéo sinalizadora vem sendo estudada extensamente por
alterar o metabolismo proteico, tanto por meio do aumento na sintese de proteina
quanto na diminuicdo da degradacao de proteina. Dessa maneira, o objetivo
principal desse estudo foi elucidar as principais vias afetadas pela inibicao da mTOR
e como essas vias podem ser moduladas pela suplementagcao com leucina. Para tal,
utiizamos células de mioblastos — C,C12 — diferenciadas em miotubulos que foram
tratadas com rapamicina a fim de inibir a atividade de mTOR, e depois foram
suplementadas com leucina para avaliacdo das vias moduladas pelo aminoacido e
possivel dependéncia da mTOR para seus efeitos. A leucina foi capaz de estimular
p70S6K em células CyCq> tratadas com rapamicina, demonstrando que
possivelmente ha uma via paralela pela qual a leucina pode vir a atuar na sintese de
proteina. A leucina também foi capaz de diminuir tanto ativacdo de Smad2 quanto de
FoxO3a nas células C,Cq, tratadas com rapamicina, demonstrando que a leucina
atuou possivelmente como efeito sinérgico a rapamicina na inibicao da protedlise.
Além disso, a leucina demonstrou aumentar o consumo de oxigénio independente
da presenca da mTOR, assim como, aumentou a atividade da catepsina B nesses
miotUbulos C>C1.. Esses resultados mostraram que além de modular o metabolismo
proteico, a leucina foi capaz de modular vias de obtencdo de energia e que esse
efeito ndo dependeu diretamente da ativagdo da mTOR. Para o futuro, ainda séo
necessarios experimentos que indiqguem qual ou quais possiveis alvos desse
aminoacido e em qual situacdo esse alvos sdo ativados em miotlbulos. Assim
teremos melhor conhecimento de como a suplementagdo com leucina pode auxiliar
no ganho de massa magra em pacientes cujo tecido muscular esquelético esteja

sendo depletado.



ABSTRACT

Several diseases lead to an unbalance in the metabolic processes, forcing
the organism to deplete the body’s energetic reserve to supply its own needs. Most
of these diseases lead to cachexia syndrome, which is present in many patients with
cancer. In cachexia, there is an excessive host waste of both adipose and muscle
tissues. The tumour mass growing induces the release of many factors which
primarily affect the protein metabolism. In this metabolism, the main key protein is
mTOR which besides controlling protein synthesis, controls many other events, such
as proliferation and cellular differentiation. Thus, the main focus of the present study
was reporting the pathways that were affected by mTOR inhibition and how leucine
supplementation could modulate these pathways. Leucine is a branched chain amino
acid that has been extensively studied due to its effects on protein metabolism, such
as enhancing protein synthesis and decreasing protein degradation. C>C12 myoblast
cells were differentiated into myotubes and treated with rapamycin to inhibit mTOR’s
activities. After this, the myotubes were supplemented with leucine to evaluate the
signalling pathways modulated by this BCAA and to assess the possible dependence
of mTOR in these results. Leucine-treated myotubes increased p70S6K in cells
treated with rapamycin. These findings showed that there might be a direct
stimulation or a parallel pathway, independent to mTOR, through which leucine could
act in myotubes’ protein synthesis. Leucine also decreased Smad2 and inactivated
FoxO in myotube cells treated with rapamycin, showing a synergic rapamycin effect.
Therefore, leucine increased both oxygen consumption and the cathepsin B activities
in C2C42 myotubes, independent of rapamycin inhibition. These results demonstrated
that leucine modulated protein metabolism and signalling pathways of energetic

metabolism independent of mTOR activation in C2C12 myotubes.
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. INTRODUCAO

Muitas sindromes metabdlicas causam desbalango energético,
alterando as fontes energéticas e levando o individuo ao estado de intensa
desnutrigéo.

Dentre essas sindromes, temos a caquexia que acomete muitos
pacientes com cancer, sendo que, além de instalar processo inflamatério
crénico, é capaz de causar catabolismo, através de intensa espoliacdo tanto de
tecido adiposo quanto de tecido muscular esquelético.

A leucina, por ser um aminoacido essencial de cadeia ramificada
com agdo sinalizadora, tem sido objeto de muitos estudos por demonstrar
efeitos benéficos no metabolismo proteico muscular, agindo através do
estimulo da sintese e/ou, ao mesmo tempo, reduzindo a degradacao de
proteinas. Entretanto, o modo pelo qual esse aminoacido € capaz de modular
vias de sinalizacdo do metabolismo proteico ainda é controverso. Alguns
estudos demonstram que a leucina é capaz de atuar diretamente via mTOR
(mechanistic ou mammaliam target of rapamycin) - proteina chave na cascata
de sinalizagdo de crescimento, diferenciacdo, sintese de proteinas e
proliferacao celular - enquanto outros autores afirmam que a leucina atua em
proteinas upstream na via da mTOR, seja através da AKT (protein kinase B) ou
através das RAGs (Ras-related GTPases). Ha estudos, ainda, que apontam
que a leucina ndo é capaz de atuar diretamente estimulando a sintese e sim
através da diminuicdo do catabolismo proteico, seja via miostatina - uma
proteina da familia dos TGFB (Tranforming Growth Factor B) - ou através da
supressao do sistema ubiquitina-proteossomo (UPS).

De qualquer maneira, a leucina possui papel positivo no turnover
proteico, o qual precisa ser melhor elucidado.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar pontos
da via de atuacao da leucina na sinalizacdo celular, avaliando tanto a sintese
como a degradacado de proteina em cultura celular de mioblastos C2Cqz
diferenciados em miotubulos. Como alvo do estudo, foram selecionadas duas
proteinas chaves que controlam esse metabolismo proteico: mTOR e
miostatina. Além disso, também buscamos avaliar alteragcdes no metabolismo
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celular sob influencia da leucina, que podem estar associadas com a maior
eficiéncia na obtencao de energia, permitindo melhora nos processos celulares

como um todo.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A. Tecido muscular esquelético como fonte de substrato
energeético
O musculo esquelético, constituinte da maior parte da musculatura
corporea, tem como caracteristica particular a capacidade de estocar glicose
na forma de glicogénio, para o seu préprio fornecimento de energia, como
também pode disponibilizar aminoéacidos, contidos na sua estrutura, na forma
de proteinas, que podem ser mobilizadas dependendo das necessidades do
organismo (WOLFE, 2006).

Durante a situagédo de jejum prolongado para o organismo adulto,
parte da glicose sanguinea circulante é proveniente de aminoacidos, em geral
oriundos do catabolismo proteico da musculatura esquelética. Essa glicose é
obtida a partir da gliconeogénese, principalmente ocorrida no figado. Além
disso, nos demais tecidos, os aminoacidos também podem entrar no ciclo do
acido carboxilico e gerar acetil-coezima A, como forma de provimento
energético (SHRAYYEF; GERICH, 2010).

A manutencao do conteudo de proteina muscular depende tanto da
sintese de proteina, como de sua degradagdo (FRONTERA; OCHALA, 2015).

Quando as vias de sintese estdo mais estimuladas do que as vias de
degradacdo, o musculo ganha massa, aumentando de tamanho e assim
hipertrofiando a musculatura esquelética. Quando as vias de degradacao estédo
mais ativas do que o processo de sintese, ha intenso processo catabdlico,
aumentando a espoliacdo das proteinas estruturais, e como consequéncia o

musculo diminui de tamanho, sofrendo atrofia.

O processo de hipertrofia é essencialmente regulado pela mTOR,
cuja sinalizacédo é induzida pela tanto pela ingestao calérica quanto proteica,
que desencadeiam a liberacdo de insulina e hormdnios anabdlicos como
horménio do crescimento (GH) e fator de crescimento similar a insulina (IGF-1),
assim como pela atividade fisica (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).
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Os estimulos que geram mobilizagdo de proteinas podem ser tanto
pelo aumento da demanda energética como pela deplecdo das reservas
energéticas. Como exemplo para esses estimulos, podemos citar tanto o
hipermetabolismo induzido por estresse (como a liberagdo de hormonios
catabdlicos), quanto um longo periodo de jejum (jejum prolongado acima de
72hs) (ARGILES et al., 2016).

Além desses exemplos, que podem ser reversiveis, podemos
considerar doengas que requerem intensa quantidade de substratos
energeéticos, como a caquexia - sindrome frequentemente associada a alguns
tipos de cancer. Nesse caso, o musculo participa ativamente no balan¢o do
metabolismo, sendo mobilizada a proteina estrutural, ofertando assim
aminoacidos a serem utilizados como substratos energéticos, via cadeia
fosforilativa para a produgdo de ATPs; ja que outros 6rgdos ndo sao capazes
de suprir essas necessidades do organismo (ARGILES et al., 2016).

Dessa maneira, o presente trabalho ira avaliar o papel da leucina em
modular vias de sinalizacdo associadas a sintese e degradacao de proteina
como uma possivel maneira de reduzir o processo de atrofia que ocorre no
cancer-caquexia, o qual piora drasticamente o desenvolvimento da doenca e

necessita de grande investimento por parte do sistema de saude publica.

B. Sintese de proteina e ganho de massa muscular

O papel da mTOR no crescimento celular

A mTOR (mechanistic ou mammaliam target of rapamycin) é uma
serina/treonina quinase que controla o crescimento/atividade celular em
resposta aos nutrientes, fatores de crescimento e energia, porem a disfungao
dessa proteina estd relacionada a varias doencgas, dentre elas o céancer
(TAVARES et al., 2015; ZONCU; EFEYAN; SABATINI, 2011).

A mTOR é formada por dois complexos distintos: mTOR complexo 1
(mTORC1) e mTOR complexo 2 (mTORC2), onde esses dois complexos
diferem quanto suas subunidades. Enquanto o primeiro € definido pela
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subunidade Raptor, o segundo é definido pela subunidade Rictor (HARA et al.,
2002; KIM et al., 2002).

O primeiro complexo - mTORC1 - regula o crescimento celular
através da promocado de transcricdo, biogénese ribossomal e autofagia,
enquanto o segundo complexo - mTORC2 - é responsavel por promover o
desencadeamento do ciclo celular, sobrevivéncia celular, polarizacdo do
citoesqueleto de actina e produtos anabdlicos (HARA et al., 2002; KIM et al.,
2002; SHAW; CANTLEY, 2006; ZONCU; EFEYAN; SABATINI, 2011).

Na presenca de nutrientes e aminoacidos, o complexo mTORC1 é
ativado pelo recrutamento da mTOR e ligagdo aos compartimentos lisossomais
e endossomais, ligando-se a Raptor, dependente da co-localizagcdo do seu
ativador, Rheb (Ras-homolog enriched in brain), uma GTPase de baixo peso
molecular, formando assim o mTORC1 ativo (SAUCEDO et al., 2003;
STOCKER et al., 2003).

O mecanismo proposto pelo qual Rheb ativa mTORC1 incluem tanto
(1) ligacdo ao dominio quinase de mTORC1 quanto (2) remogédo de PRAS40
(proline-rich Akt/PKB substrate 40KDa), um inibidor de Raptor e também da
fosforilacdo da S6K1 (p70 ribossomal S6 kinase 1) (SANCAK et al., 2007;
SATO et al., 2009). Por sua vez, a Rheb é regulada negativamente por TSC
(trimeric tuberous sclerosis complex), através da hidrolise de GTP.

Formado por dois complexos, TSC1 e TSC2, TSC é uma proteina
inibidora da Rheb. Esse complexo TSC1/2 é ativado, principalmente, pela falta
de energia - via AMPK (AMP-activated protein kinase). Dessa maneira, uma
vez ativado, o TSC inibe Rheb e, consequentemente, mTORC1 (JEWELL;
RUSSELL; GUAN, 2013).

Fatores de crescimento ativam Akt, regulador negativo de TSC,
permitindo assim a ativacdo de mTORC1 (SENGUPTA; PETERSON;
SABATINI, 2010; WANG; PROUD, 2009; YANG; GUAN, 2007).

Embora existam varios substratos da mTORCH1, evidéncias mostram
que 4EBP1 (eukariotic initiation factor 4E binding protein 1) e S6K1 sao os

substratos mais importantes em promover 0 aumento do tamanho das células,
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induzindo tanto crescimento/proliferagdo celular com também sintese proteica
(Fingar et al, 2002). Dessa forma, a fosforilagdo de S6K (Thr389/412) em
células é rotineiramente usada como reflexo da atividade dessa quinase de
mTORC1 (WENG et al., 1998).

4EBP1 € o inibidor do fator de iniciagdo eucariético 4E (eiF4E), pois
encontra-se sempre ligado a esse fator de transcrigdo. Ao ser fosforilado pela
mTORC1, a 4EBP1 desliga-se do fator eiF4E, permitindo sua ligacédo ao eiF4G,
dando inicio a tradugéo de proteinas.

S6K1 e S6K2 fazem parte da familia quinase AGC, assim como PKA
(proteina quinase A (dependende de AMPc)), PKC (proteina quinase C
(dependente de calcio)), PKG (proteina quinase G (dependente de GMPc)) e
Akt, que sao serina-treonina quinases envolvidas em varios processos
celulares (MAGNUSON; EKIM; FINGAR, 2012).

A via de sinalizagdo mTOR/S6K1 estd relacionada com varias
doencas e processos celulares como: 1) inibicdo de apoptose (HARADA et al.,
2001; LAl et al., 2010); 2) organizacao de citoesqueleto e migracao celular (IP
et al., 2011); 3) inibicdo de processo inflamatério (KIM et al., 2014), 4) sintese
de proteina, sobrevivéncia e progressdao do ciclo celular (DENNIS;
JEFFERSON; KIMBALL, 2012; LIWAK et al., 2012; NARAYANAN et al., 2008);
4) splicing de RNA (DENNIS; JEFFERSON; KIMBALL, 2012; RICHARDSON et
al., 2004); 5) proteinas chaperonas (heat shock protein - HSP) (ABE et al.,
2009) e 6) metabolismo celular (DAGON et al., 2012; UM et al., 2004).

Controle e requlacdo da sintese de proteina

O controle da tradugcdo é um processo de multiplos passos que
envolve a disponibilidade dos fatores de iniciacao eucaribticos (elFs) e ativacao
da proteina ribossomal S6K1 (SHAH et al., 2000). A iniciacdo da traducao
comeca pela ligagdo do elF2 ao GTP e ao met-tRNAi, formando o complexo
ternario elF2- GTP- met-tRNAi. Parte deste complexo ternario liga-se a
subunidade ribossomal 40S, estabelecendo o complexo pré-iniciador 43S. Para
que este complexo possa reconhecer e ligar-se ao RNAm € necessario a
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atuacao do complexo elF4F, formado pelas proteinas: elF4A, elF4B, elF4G e
elF4E.

O complexo elF4F promove, por sua vez, a ligacdo do complexo pré-
iniciador 43S com a subunidade ribossomal 60S, estabelecendo a unidade
80S. O complexo elF4F atua reconhecendo e guiando o RNAm durante o

processo de tradugao.

O fator elF4E, associado ao elF4G, identifica a regido terminal 5" do
RNAm na posicao m7GTP (SHAH; HUNTER, 2006; SHAH et al., 2000). Apés o
reconhecimento do cdédon AUG (metionina), inicia-se a traducdo onde o
movimento do complexo pelo RNAm € guiado pela atividade do elF4A,

estimulado pelo elF4B.

O mecanismo pelo qual a atividade do complexo elF4F regula a
iniciacdo da traducdo envolve a modulacdo e a disponibilidade de elF4E. O
fator elF4E pode ligar-se tanto com 4EBP1 (repressor da traducdo) como com
o fator elF4G, mas ndao ao mesmo tempo. Por isso, enquanto elF4E estiver

associado ao 4E-BP1, o RNAm n&o se liga a unidade ribossomal 80S.

A dissociacdao do 4EBP1 é regulada pela atividade da proteina
mTOR, que fosforila a 4EBP1 e, consequentemente, causa dissociagcdo do
complexo liberando elF4E, permitindo-o a associar-se a elF4G (KIMBALL;
JEFFERSON, 2006; KIMBALL et al., 2004; PROUD, 2009).

Aminoacidos podem ser reguladores positivos da mTOR. O
mecanismo pelo qual os aminoacidos influenciam a sintese proteica ainda nao
esta bem esclarecido, mas estudos sugerem que a sintese proteica é
aumentada quando ocorre aumento da disponibilidade dos aminoacidos
intracelulares (PROUD, 2011, 2013).

C. Caquexia e degradacao muscular
A caquexia é definida como uma sindrome multifatorial que leva a

perda acentuada de peso corporal, de forma involuntaria e irreversivel. Tanto o
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tecido adiposo e principalmente o tecido muscular sdo intensamente

degradados.

Essa sindrome é diagnosticada quando ha perda a partir de 5% da
massa magra, em menos de seis meses, quando por exemplo na presencga de
patologia como o cancer. Além disso, h4 perda de musculatura esquelética,
aumento da fadiga, anorexia, “low fat-free mass index”, parametros bioquimicos
anormais, como: aumento de marcadores inflamatérios como proteina C reativa
(>5.0 mg/L) ou interleucina-6 (IL-6) (>4.0 pg/mL), anemia (hematdcrito <12
g/dL), ou baixa concentracdo de albumina (<3.2 g/dL).(ARGILES et al., 2016).

Entretanto, estudos experimentais demonstraram que prevenindo a
perda de tecido muscular, a sobrevida de ratos com tumor é aumentada,
evidenciando que a espoliagdo da musculatura possui papel fundamental na
progressao da doenca (TISDALE, 2001; TOLEDO et al., 2016; ZHOU et al.,
2010).

A caquexia esta intimamente relacionada ao cancer, acometendo
cerca de metade dos pacientes, dependendo do tipo de tumor, sendo
responsavel por um terco das mortes causadas por esta patologia (FEARON et
al., 2011; VON HAEHLING; ANKER, 2010).

A frequéncia da perda de peso é variavel, podendo atingir 31% em
pacientes com linfoma nao-Hodgkins e até 87% em pacientes com cancer
gastrico. A taxa média de sobrevivéncia e a resposta a quimioterapia séo
menores em pacientes com intensa perda de peso associada ao cancer
(TISDALE, 2004, 2005), evidenciando a relac&o inversa entre a perda de peso
e o progndstico destes pacientes. Assim, o insucesso do tratamento clinico do
paciente com cancer-caquexia torna-se ainda mais evidente, pois além da
severa perda de peso, varios sintomas como anorexia, saciedade prematura,
anemia, edema e astenia estdo associados (FEARON, 2008; FEARON et al.,
2011; TISDALE, 1999, 2000, 2010). Esses sintomas sado, principalmente,
decorrentes de anormalidades no metabolismo de proteinas, cuja alteracdo no
turnover proteico corpdéreo promove reducado da sintese associada ao aumento
da degradacao proteica no musculo esquelético (INUI, 1999, 2002; TISDALE,
2001, 2009, 2010), contribuindo assim para a atrofia muscular.
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Devido ao reconhecimento da mortalidade e morbidade associadas
ao cancer-caquexia, diversos estudos buscam o melhor esclarecimento das
razbes fundamentais da perda de peso durante a caquexia no cancer, visando
o planejamento de formas especificas de suporte nutricional ou de intervengao
metabolica, que poderiam influenciar de forma mais favoravel as respostas do
hospedeiro/paciente frente aos efeitos deletérios do cancer (FEARON et al.,
2003, 2006). Além disso, a melhor compreensdo a cerca de potenciais
moduladores do processo cancer-caquexia poderia ser utilizada para ampliar e
melhorar as formas terapéuticas (TISDALE, 2005; RUSSELL et al., 2009;
TISDALE, 2010). As principais vias que estao ativadas pela caquexia e que sao
responsaveis pela degradacdo de tecido muscular sado: 1) via Akt-FoxO
(forkhead family transcription fator), que esta relacionada diretamente a
ativacdo da via ubiquitina-proteossomica e autofagica/lisossomal; 2) via IKK-
NF-kB ((enzyme IkB kinase e nuclear factor-kappa B (NF-kB) -activation)
relacionada principalmente com ubiquitinases; 3) via JAK-STAT3 (Janus
kinase/signal transducers and activators of transcription) envolvida nos
processos pro-inflamatérios relacionados as citocinas; 4) via TGFB/Myostatin-
Smad2/3 (tumour/transforming growth fator B/ myostatin e protein Smad

pathway) também relacionada a citocinas pro-inflamatérias (SANDRI, 2015).

Miostatina como modulador da atrofia

Nessa revisdo, optamos por elucidar a via de sinalizacdo da
miostatina e como ela € modulada. A miostatina € membro da superfamilia dos
TGF-B (fator de crescimento transformador-B) e também das BMP (bone
morfogenetic protein)), e seus efeitos inibitérios tém sido demonstrados na
diferenciacdo e crescimento muscular (MCCROSKERY et al., 2005). A
miostatina, inibidor autécrino do crescimento muscular, liga-se ao receptor
ativina A — tipo IIB (ActRIIB) no musculo esquelético e cardiaco, induzindo
atrofia da fibra através da ativacao de fatores de transcricio SMAD2 e SMAD3
e atua também através da inibicdo da proliferacdo das células satélites
(MCCROSKERY et al., 2003; SARTORI et al., 2009; WAGNER et al., 2002).
Além disso, a miostatina também inibe a atividade das células satélites durante

a regeneracdo muscular, controlando a migracdo de macréfagos e inibindo a
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multiplicacdo de mioblastos, assim como sua diferenciacdo (RIOS et al., 2002;
WHITTEMORE et al., 2003). Alguns autores demonstram também que a
miostatina reduz sintese proteica muscular por inibir a sinalizacdo da mTORCH1
(GOODMAN et al., 2013; HULMI et al., 2009).

Esses efeitos também foram confirmados em modelos in vitro, em
cultura de miotubulos, C,Ci2, onde a miostatina reduziu a proliferacéo,
diferenciacdo e a sintese proteica (MCCROSKERY et al., 2003; RIOS et al.,
2002; TAYLOR et al., 2001).

A atividade da miostatina é regulada por um antagonista funcional de
membros da familia do TGF-B, a folistatina (AMTHOR et al., 2004;
MCPHERRON; LAWLER; LEE, 1997), que pode ser alvo para futuras terapias,

que visam o aumento/preservacao da massa muscular.

D. Abordagens terapéuticas
Para prevenir a perda de massa magra ou mesmo manté-la, é
indicada quantidade suficiente de proteinas na dieta, ja que, para que haja
sintese, € necessario que sejam providos aminoacidos essenciais como
substrato (MILNE et al., 2009).

Pensando nisso, a alternativa mais plausivel € a suplementagcao com
aminodcidos, mais especificamente os aminoacidos de cadeia ramificada
(BCAAs), especialmente leucina. E conhecido que a sintese de proteina
muscular € modulada por BCAAs. Estes, além de aumentarem a sintese de
proteina, também reduzem a degradacdo (ARGILES et al., 2016). Os BCAAs,
leucina, valina e isoleucina, assumem importante papel regulatério no
metabolismo proteico (PROUD, 2007).

No estado cancer-caquexia, 0 aumento do consumo alimentar nao é
capaz de reverter as alteracoes metabdlicas observadas nos pacientes, porém,
estudos tém mostrado andlises especificas para uso de terapias coadjuvantes
no sentido de minimizar os efeitos do estado caquético (CASPERSON et al.,
2012; FEARON, 2008; VERHOEVEN et al., 2009).



23

A leucina, além de importante combustivel metabdlico da
musculatura esquelética, possui a capacidade de participar da cadeia
fosforilativa (ciclo do acido tricarboxilico) através do succinado, também tem
papel importante na sinalizacdo celular do musculo esquelético e pode
aumentar a sintese proteica e/ou diminuir a protedlise muscular, independente
dos outros aminoacidos de cadeia ramificada, como a isoleucina e a valina
(ANTHONY et al., 2000, 2002a; COFFEY et al., 2011). Os BCAAs possuem
aclOes inibitérias na protedlise da musculatura esquelética, podendo modular
sua taxa em estados catabodlicos, exercendo controle de realimentagcdo
negativo também in vivo (HOLECEK; KOVARIK, 2011).

Leucina estimula a sintese proteica muscular esquelética por
mecanismos independente da insulina. Esse BCAA modula a atividade dos
fatores eucaridticos da iniciagdo (elFs) através das vias dependente e
independente de mTOR (ANTHONY et al.,, 2002b; CROZIER et al., 2005;
HOLECEK, 2001, 2002, 2012; PROUD, 2011, 2013).

A leucina é conhecida por ativar a sinalizagdo da mTOR, e também
de reduzir a protedlise muscular (ANTHONY et al., 2001; COMBARET et al.,
2005; STIPANUK, 2007). Mobley e colaboradores demonstraram que a leucina,
o hidroxi-metilbutirato (HMB) e a creatina monoidradata conseguiram reverter a
atrofia muscular causada pela miostatina em miotdbulos (MOBLEY et al.,
2014). Além disso, Chen e colaboradores mostraram que a leucina reduziu a
expressdo de mRNA de miostatina em C,Ci, tratadas com leucina, na

concentracdo 1mM de tratamento (CHEN et al., 2013).

Dessa forma, ha indicios que, reduzindo a expressado da miostatina,
os seus efeitos inibitérios em miotubulos podem ser anulados, provavelmente
sendo este o caminho a ser estudado para melhorar a sintese proteica
muscular, minimizando ou mesmo interrompendo a atrofia muscular, em
pacientes com cancer-caquexia. Sendo assim, torna-se importante estudar o
mecanismo de acao desses aminoacidos no musculo com o intuito de melhorar

as abordagens terapéuticas.
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. OBJETIVO

A. Geral

Tendo em vista a necessidade de compreender 0os mecanismos

pelos quais a leucina modula o metabolismo proteico em células musculares, e

sabendo que a mTOR ¢é a proteina chave para sintese de proteina, o presente

trabalho teve como objetivo geral avaliar os efeitos anti-proteoliticos e

estimuladores de sintese, da mTOR sob influéncia da leucina em cultura de

células CoCq» diferenciadas em miotubulos.

1.

B. Especificos

Avaliar os efeitos da leucina na via de sinalizagcdo da mTOR, por meio
da expressdo das proteinas relacionadas a essa via de sinalizagéo
como: Akt, mMTOR e p70S6K;

. Avaliar os efeitos anti-proteoliticos da leucina, tanto pela via da

miostatina quanto pelo sistema de ubiquitina-proteossomo, por meio da
expressao das proteinas: miostatina, Smad2, FoxO3a e subunidades do
sistema ubiquitina-proteossomo: 11S, 19S, 20S, assim como atividade

da quimiotripsina;

. Avaliar a dependéncia da mTOR para os efeitos encontrados nos grupos

tratados com leucina, por meio da comparacao de amostras tratadas
com inibidor da mTOR - rapamicina - com amostras controle - néo

tratadas.

. Avaliar se a leucina possui efeito no metabolismo celular a fim de

melhorar vias de obtengédo de energia.
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IV. MATERIAIS E METODOS

A. Cultura Celular
Células C,C+z, correspondentes a mioblastos isolados de musculo
esquelético de camundongo (Mus musculus), foram cultivadas em meio DMEM
- High Glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino, acrescido com 1%
de penicilina e 1% de glutamina, sob atmosfera de 5% de CO,, a 37°C. O meio
foi renovado em intervalos de 48 horas e os subcultivos foram realizados sem

que as células atingissem a confluéncia.

Para os experimentos, células C,Cio, foram cultivadas até a
confluéncia, em placas de 6 pogos, na concentracdo inicial de 1,0x10°
células/pogo, ou em garrafas de 25 cm? a concentracdo inicial de 2,0x10°
células/garrafa. Os mioblastos foram, entdo, diferenciados em miotubulos,
utilizando-se meio DMEM - High Glucose suplementado com 2% de soro fetal
equino, acrescido com 1% de penicilina e 1% de glutamina. As trocas de meio

foram efetuadas a cada 24 ou 48 horas.

B. Protocolo experimental
As células C,Cqo foram cultivadas até sua total diferenciacdo e entédo
tratadas segundo esquema abaixo (Esquema 1). Células C>C1, foram expostas
ou nao, previamente a 80mM de rapamicina por uma hora. Apds esse tempo,
foi acrescido 2mM de leucina isolada ou em conjunto com 80nM de rapamicina

por mais 1 hora. Dessa maneira o tempo total de experimento foi de 2 horas:

TEMPO

—> Controle s - Coleta de amostra
—> Leucina = Leucina 2mM | cojeta de amostra
> Rapamicina Rapamicina 80nM Rapamicina 80nM Coleta de amostra
——> Rapamicina Rapamicina 80nM Rapamicina 80nM | Coleta de amostra

e Leucina e Leucina 2mM
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Esquema representativo do tratamento em miotubulos.

C. Western Blot

Amostras de células de mioblastos, C.Cip, diferenciadas em
miotubulos foram obtidas em tampado para extracdo de proteinas da
MerkMilipore (EUA) adicionado EDTA 10 mM, EGTA 100mM, PMSF 2 mM,
aprotinina 0.1 mg/mL e diluidas em loading buffer (2x) (LAEMMLI, 1970). As
proteinas foram separadas utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) com gel de empilhamento (stacking gel) e de separacéo
(resolving gel). Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (malha de 0,22um) e posteriormente incubadas
com solugéo de bloqueio, contendo leite desnatado a 5% em TBS-Tween 0,1%,
por 2 h, em temperatura ambiente. Utilizou-se anticorpos primarios especificos
para Akt total, Akt fosforilada, mTOR total, mTOR fosforilada, p70S6K total e
p70S6K fosforilada (diluigdo 1:1000, Cell Signalling Technology, EUA) 20S,
19S e 11S (diluigdo 1:1000, Biomol, Alemanha), LC3, miostatina, Smad-2 total
e Smad2/3 fosforilada (diluicao 1:1000, Sigma), FOXO3a total e , FOXO3a
fosforilada (diluicao 1:500, Santa Cruz Biotechnology, EUA), sendo o controle
interno anticorpo para GAPDH (1:1000, MerkMillipore, EUA). Incubou-se as
membranas com anticorpo primario por 12 horas, a 4°C e, posteriormente, as
membranas foram lavadas com TBS-Tween 0,1% e incubadas com anticorpos
secundarios (anti-rabbit, anti-mouse, na diluigao 1:10000, Cell Signalling
Technology, EUA) em solugdo contendo 3% de leite desnatado em TBS-Tween
0,1% por 2 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, lavou-se as
membranas com TBS-Tween 0,1% por 3 vezes por 5 minutos e a reacao de
quimioluminescéncia foi realizada utilizando-se reagente Luminata Forte
(MerkMillipore, EUA). A analise densitométrica foi feita utilizando-se
fotodocumentador para capturar as imagens e a quantificacdo foi feita
utilizando-se programa UVItec (UVItec Cambridge, Reino Unido).
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D. Enzimas de degradacao

Amostras de células foram adicionadas a TRIS 100mM gelado e
homogeneizadas em ultrassom por 3 vezes de 5 segundos. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 x rpm, 10 minutos, a 4°C e o
sobrenadante foi utilizado para determinagéo da quantidade de proteinas totais,
através do método colorimétrico utilizando reagende de folin/fenol (LOWRY et
al., 1951) e avaliagdo da atividade das enzimas catepsina B, catepsina H, e
quimotripsina. Para a analise da atividade da catepsina B, foi adicionado a
aliquota do sobrenadante o substrato de catepsina B 0,02 mM (Z-Phe-Arg-
NMec (SigmaAldrich, EUA) dissolvido em DMSO) diluido em tampé&o Brij-35
0,1%. Para a andlise da atividade da catepsina H, alterou-se o tampao para
KH2PO4 200 mM, NaxHPO4 200 mM, pH 6,8 e o substrato da enzima utilizado
(Arg-NMec (SigmaAldrich, EUA) dissolvido em DMSQO). Para ambas enzimas a
fluorescéncia foi monitorada em fluorimetro com filtros de excitacao/emissao de
350/460 nm durante 20 minutos, com intervalos de 1 minuto (BARRETT, 1980).
A atividade de ambas as enzimas foi expressa como unidade arbitraria de
fluorescéncia por miligrama de proteina, avaliada por Lowry. A atividade de
quimotripsina-like foi analisada adicionando-se aliquota do sobrenadante a
0,167 pg/L de substrato da enzima (succinyl-Leu-Leu-Val-Try-7- amino-4-
methylcoumarin, (SigmaAldrich, EUA) diluido em tampéo Tris-HCI, pH 7,4). A
variagdo na fluorescéncia foi monitorada em fluorimetro com filtros de
excitacdo/emissdo de 350/460 nm durante 30 minutos, com intervalos de 1
minuto (ORINO et al., 1991). A atividade da enzima foi normalizada pela
concentracdo de proteina e expressa em unidades arbitrarias por miligrama de
proteina.

E. Consumo de oxigénio
As células foram mantidas em garrafas T25 cm? durante o
crescimento, diferenciacdo e tratamento das amostras conforme descrito
anteriormente.
Apos tratamento, as células foram retiradas das garrafas, fazendo-se
digestdo da matriz com tripsina por 2 minutos a 37°C e centrifugadas para
formacao de pellet celular. Em seguida, o pellet celular foi ressuspendido em
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iml de Kreks Ringer (119mM NaCl, 4,8mM KCI, 1,5mM KH2PO4, 1,2mM
MgSO4.7H20, 50mM NaHCOs3) contendo 25mM glicose e 10mM HEPES , pH
7,4.

O numero de células foi obtido por contagem em cémara de
Neubauer, para normalizagao do experimento.

Para o consumo de oxigénio celular, foi utilizado 500uL da
suspensao celular em camara do oxigrafo de alta resolucdo (Oroboros
Oxygraph - 2K).

Apéds leitura inicial, a camara foi fechada e o fluxo de oxigénio
monitorado em tempo real. Apés obtencdo do consumo de oxigénio basal, foi
adicionado 1ug/ml de oligomicina para obtencdo do consumo minimo de
oxigénio, indicando vazamento de prétons pela membrana interna mitocondrial.
Para induzir respiragdo mitocondrial, foi utilizado desacoplador FCCP a 250uM.

Para obtencao e andlise dos dados, foi utilizado o software DatLab4
(Oroboros Instrument, Innsbruck, Australia).

F. Coloracao com cristal Violeta
O meio de cultura foi removido e as células aderidas foram lavadas 2
vezes com PBS 1X gelado. As células foram fixadas com solugédo 1:1 de
metanol e PBS por 10 minutos, seguido de mais 10 minutos com solucao pura
de metanol. A placa foi deixada secando e logo, em seguida, aos pocos foi
acrescida solucao de cristal violeta diluida em agua por mais 10 minutos. As
células foram lavadas com agua destilada e fotografadas em microscopio de

luz.

G. Concentracao de Proteina
A quantificagdo de proteina foi realizada segundo protocolo do
fornecedor. Foi usado kit da Thermo, Pierce™ Modified Lowry Protein Assay

Kit, onde o calculo foi realizado a partir de uma curva de albumina.
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H. Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, EUA). Utilizando-se as médias e erro padrao das médias
(SEM), e a comparacao dos multiplos grupos foi feita pelo teste ANOVA two-
way seguido do teste de Bonferroni para deteccao de diferencas significativas
entre os grupos, para probabilidade menor que 5% (GAD; WEIL, 1994). Para
verificar se as amostras apresentavam distribuicdo gaussiana utilizou-se o teste

de D’Agostino e Pearson.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

A. Efeitos da leucina sobre a via da mTOR

Segundo a literatura, o tratamento com leucina em mioblastos
diferenciados em miotdbulos com leucina, mostra que a modulagcdo de
proteinas associadas a via de sintese de proteina sdo controversos (ARETA et
al., 2014; GIRON et al., 2016). Assim, ainda est4 pouco esclarecido o papel da
leucina em ativar proteinas chaves relacionadas a essa via, principalmente
quanto ao efeito sobre mTOR.

Concordante com a literatura, o tratamento com rapamicina, na dose
de 80nM por periodo 1 hora, foi suficiente para inibir fosforilacdo da mTOR e
p70S6K, mostrando que esse periodo de tratamento é capaz de inibir proteinas
chaves da via de sintese de proteinas. (Figura 1B, C e E).

Com o objetivo de avaliar se a leucina foi capaz de estimular a via de
sintese na situacao controle, miotdbulos foram suplementados com leucina, na
dose de 2mM por 1hora. Nas condicOoes estudadas, nossos resultados
mostraram que esse tratamento ndo foi suficiente para estimular a fosforilagéo
das proteinas envolvidas na via da mTOR, como, AKT e p70S6K. (Figura 1 A,
B, D e E). Entretanto, foi interessante notar que, quando tratadas com
rapamicina, as células responderam ao tratamento de maneira diferente. A
suplementacdo com 2mM de leucina por 1 hora foi capaz de aumentar
significativamente a fosforilacdo de p70S6K em células previamente tratadas
com rapamicina, mostrando que, mesmo com mTOR inibida, a leucina péde
agir estimulando proteinas envolvidas na sintese de proteina, a fim de manter a
homeostasia celular (Figura 1C e E). Esses resultados sao importantes porque
mostram que esse aminoacido pbéde ser responsavel por ativar a sintese de
proteina de maneira independente de mTOR, ativando de forma paralela
proteinas da familia S6K1.
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Figura 1: Expressao das proteinas chaves envolvidas na sinalizagao da sintese de proteinas em miotibulos C2C12. Os
gréaficos foram obtidos pela razdo das proteinas fosforiladas pelas totais, representando entao o processo de ativacéo
da proteina: A) razdo p-AKT/AKT; B) razdo p-mTOR/mTOR; C) razdo p-p70S6K/p70S6K.; D-E) Imagens
representativas da expressdo das proteinas obtidas por Western Blotting. Foram realizados 4 experimentos
independentes em triplicata. Legenda: C miotubulos controle; L, miotlbulos tratados com 2mM de leucina por 1h; R,
miotUbulos tratados com 80nM de rapamicina por 2 horas; RL, miotibulos tratados com rapamicina e com leucina. Para
detalhes veja segdo de Materiais e Métodos. Analise estatistica: Two-Way Anova com pés teste Bonferroni. a: P<0.05
comparagao entre o grupo controle; ¢: P<0.05 comparagao entre o grupo tratado com rapamicina.

Proteinas da familia S6K podem ser fosforiladas por outras proteinas
regulatérias além da mTOR, como é o caso de: PDK1, Rac1/Cdc42 (Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1 / Cell division control protein 42
homolog), SIRT1/SIRT2 (Sirtuin) (BLOUET; ONO; SCHWARTZ, 2008; CHOU;
BLENIS, 1996; HONG et al., 2014). Dessa maneira, acreditamos que a leucina,
na auséncia de mTOR, pbde atuar em alguma dessas outras proteinas,
permitindo assim, fosforilagdo de p70S6K, sem que mTOR estivesse ativa.

Nossos resultados foram semelhantes aos encontrados por Giron e
colaboradores (GIRON et al., 2016). Os autores analisaram mioblastos de
musculos esqueléticos de rato da linhagem L6.C11, que foram tratados com

leucina, verificando que esses mioblastos ndo apresentaram estimulo para
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aumento da sintese de proteina, atribuindo esse fato ao ndo aumento de
fosforilagdo de AKT, mTOR e 4EBP1; porém os autores encontraram aumento
apenas da p70S6K, que justificaria outras modulacdes celulares por eles
investigadas.

Por outro lado, em outro estudo foi demonstrado que 1,5mM de
leucina, concentracdo inferior a utilizada em nosso trabalho, j& seria suficiente
para aumentar fosforilacdo de mTOR, p70S6K e 4EBP1 em C,Ci> € que 0s
efeitos da leucina ndo foram dose dependentes (ARETA et al., 2014).
Entretanto, esses autores mostraram que nessas células, mesmo com aumento
da ativacdo da via mTOR, nao houve incorporagao de fenilalanina, revelando
que esse estimulo nao é suficiente para aumento real da sintese de proteina.

Quanto a fosforilagdo da AKT, ndo era esperado que houvesse
aumento desta quinase, ja que estudos da literatura mostraram que a leucina
nao estimula AKT (NOBUKUNI et al., 2005; WANG; PROUD, 2006; XU et al.,
2000).

B. Efeitos da leucina sobre proteinas associadas a degradacao
de proteina
Com os resultados acima apresentados, foi estudado se a leucina
estaria modulando também vias de degradacédo de proteina e se, novamente,
esses possiveis efeitos seriam dependentes de mTOR. Mantendo-se o0 mesmo
desenho experimental, tratamos previamente miotubulos com rapamicina e
depois associamos ou nao a suplementagdo com leucina.
Em nossos resultados pudemos verificar que a suplementacdo com
leucina ndo alterou a expressdo de miostatina, Smad2 e FoxOS3 (Figura 2),
assim como subunidades do sistema ubiquitina-proteossomo, e também nao
alterou a atividade enzimatica da quimotripsina (Figuras 3 e 4,
respectivamente). Por outro lado, o tratamento com rapamicina promoveu, nos
miotdbulos C.C12, reducdo na fosforilacdo de Smad2 (Figura 2), porém nao
apresentou alteracao significativa na modulagdo da miostatina e ndo alterou a
fosforilacdo da FoxO3 (Figura 2); esses dados apontam que mesmo com 0O
decréscimo da fosforilagdo da Smad2 ndo houve alteracdo significativa da
expressdo da via ubiquitina-proteossomo (Figuras 3 e 4). Entretanto,
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novamente foi interessante notar que, o tratamento prévio com rapamicina, foi
capaz de alterar os efeitos da leucina na via de degradacao (Figuras 2, 3 e 4).
Na Figura 2A, pudemos observar que quando em associagdo com a
rapamicina, a suplementagdo com leucina foi capaz de aumentar a expressao
de miostatina, que esta por si s, seria efeito estimulatorio para a degradagéo
proteica via sinalizacdo pelo receptor de activina B. Entretanto, o sinal de
degradacao néo foi continuado, j4 que o tratamento com rapamicina reduz a
expressao de Smad2. A leucina em associagdo com a rapamicina mostrou
potencializar esse efeito inibitdério da rapamicina, ja que houve redugédo ainda
mais expressiva da fosforilacdo de Smad2. Além disso, a Smad2 é capaz de
inibir AKT e toda a sua sinalizagdo de sintese. Os resultados aqui encontrados
na Figura 1 ndo mostraram reducédo efetiva da fosforilacdo da AKT nesse
miotubulos, portanto possivelmente houve interagcdo com outra via paralela a
qual justificaria a manutencao da expressao das subunidades proteossémicas
e também da atividade da quimotripsina. Outra possivel explicacdo seria que
uma vez a AKT expressa, ela seria capaz de inativar FoxOS3 via fosforilacao.
Assim como observado no presente trabalho, a associagdo entre leucina e
rapamicina foi capaz de inativar FoxO3 via fosforilagdo. FoxO3 é um fator de
transcricao fosforilado por AKT. Quando fosforilado, ele fica impedido de migrar
para o nucleo e, portanto, ndo conseguindo ativar proteinas de degradacéo
(SANDRI, 2015; SARTORI et al., 2009). Dessa maneira, foi possivel observar
que o aumento da fosforilacdo do FoxO3, decorrente do tratamento com
leucina e rapamicina, sugere que a leucina exerceu efeito anti-proteolitico em

miotUbulos na auséncia de mTOR.
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Figura 2: Expressdo das proteinas envolvidas na degradagdo de proteinas via sinalizagdo por miostatina em
miotubulos C2C12, tratados ou ndo com rapamicina e associagdo com leucina. A) miostatina; B) p-smad2/smad 2; C)
p-FoxO3/FoxO3; D-F) Imagens representativas da expressado das proteinas analisadas por Western Blotting. Foram
realizados 4 experimentos independentes em triplicata. Legenda: C miotibulos controle; L, miotdbulos tratados com
2mM de leucina por 1h; R, miotUbulos tratados com 80nM de rapamicina por 2 horas; RL, miotUbulos tratados com
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rapamicina e com leucina. Para detalhes veja secdo de Materiais e Métodos. Andlise estatistica: two -way Anova com
poés teste Bonferroni. a: comparado com controle; ¢: comparado com rapamicina
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Figura 3: Expressé@o das proteinas envolvidas na degradagdo de proteinas via sistema ubiquitina-proteossomo em
miotubulos C2C12 tratados ou ndo com rapamicina associada a suplementagdo com leucina. A) subunidade
proteossémica 20S alfa; B) subunidade proteossémica 20S beta; C) subunidade proteossémica 11S; D) subunidade
proteossémica 19S subunidade beta. E-F) Imagens representativas da expressao das respectivas proteinas obtidas por
analise Western Blotting. Foram realizados 4 experimentos independentes em ftriplicata. Legenda: C miotubulos
controle; L, miotUbulos tratados com 2mM de leucina por 1h; R, miotibulos tratados com 80nM de rapamicina por 2
horas; RL, miotdbulos tratados com rapamicina e com leucina. Para detalhes veja secdo de Materiais e Métodos.
Andlise estatistica: two -way Anova com poés teste Bonferroni.
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Figura 4: Atividade enzimdtica da quimotripsina em miotlbulos tratados ou ndo com rapamicina associado a
suplementagdo com leucina. Para detalhes veja segdo de Materiais e Métodos. Unidade arbitraria obtida por
fluorescéncia. Foram realizados 2 experimentos independentes em triplicata. Analise estatistica: two -way Anova com

pds teste Bonferroni.

C. Efeitos da leucina sobre atividade enzimatica de enzimas de
degradacao

Ainda com o intuito de elucidar o papel da leucina no metabolismo

proteico em miotubulos, avaliamos também o processo proteolitico relacionado

a via lisossomal, assim a atividade enzimatica da catepsina B e catepsina H foi

avaliada.
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Figura 5: Atividade enzimatica da via lisossomal em miotubulos C.C1,, tratados ou ndo com rapamicina e/ou leucina.
Analise obtida por fluorescéncia. A) Catepsina B; B) Catepsina H. Foram realizados 2 experimentos independentes em
triplicata. Para detalhes veja secdo de Materiais e Métodos. Analise estatistica: two -way Anova com pds teste

Bonferroni. a: P<0,05 comparado com controle; c: P<0,05 comparado com rapamicina

Nos resultados apresentados na Figura 5, encontramos valores
semelhantes quanto a atividade da catepsina H (Figura 5B), independente dos
tratamentos impostos aos miotubulos C>C12. Entretanto, encontramos aumento
da atividade da catepsina B nos grupos tratados com leucina, independente da
associacao com rapamicina. Esses resultados sugerem que a leucina pode
estar aumentando a atividade da via lisossomal nessas células, provavelmente
sinalizando processos da atividade celular envolvidos com reparagdo e/ou
diferenciacao (HE et al., 2016; JU et al., 2016; SCHAPER; ROSE-JOHN, 2015)
Assim, aventamos a hipétese de que o aumento da atividade lisossomal
possivelmente estaria induzindo autofagia, que nesse caso poderia direcionar
para a biogénese mitocondrial (JU et al., 2016).

Foi demonstrado que o exercicio fisico € capaz de induzir autofagia
em musculo esquelético de roedores e que esse processo de autofagia estaria
relacionado com a biogénese mitocondrial (JU et al., 2016). Além disso,
também foi relatado que a diferenciagédo de mioblastos em miotubulos depende
do processo de mitofagia. Esse processo desencadeia a biogénese
mitocondrial, transformando uma mitocéndria indiferenciada em mitocéndria
diferenciada (SIN et al., 2016).

Novamente, com o intuito em melhor compreender o papel da
suplementacdo nutricional com aminoacidos no desenvolvimento de
miotUbulos, Kornasio e colaboradores demonstraram que o hidroxi-metil-
butirato (HMB), o metabolito da leucina, possui influéncia positiva em musculo,
ensaio in vitro, por promover diferenciacao e proliferacdo, além de acelerar a
fusdo dos miotlbulos e reduzir a apoptose em cultura de mioblasto
(KORNASIO et al., 2009).

Nesse sentido, acreditamos que a leucina, de forma indireta através
do HMB, poderia estar aumentando a autofagia em células C,Cq2, com o
objetivo de proporcionar a diferenciacdo dessas células em miotubulos,
aumentando assim a biogénese mitocondrial.
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Entretanto, ao avaliar a expressao de LC3 (microtubule-associated
protein 1A/1B-light chain 3) nessas amostras de miotubulos tratados ou nao
com rapamicina em associacdo com a leucina, observamos que n&o houve
alteragdo no padrdo de expressdao dessa proteina (Figura 6). O LC3 é
conhecido por ser um marcador de autofagia celular, que em geral apresenta-
se ativado no musculo quando em situagdo de estresse ou patologia; nesse
caso, como apontado anteriormente ha atrofia da massa muscular em funcéao
da diminuicAo da massa proteica e/ou associada a autofagia celular. Esse
processo ocorre em fungcédo da reduzida ativagdo da AKT e, secundariamente,
associado ao decréscimo do aporte energético, ha elevagdo da AMPK, que por
sua vez ativa FoxO3 com consequente degradacdo da massa proteica
muscular, em funcdo da ativacdo da via ubiquitina-proteossomo e também
ativacdo da autofagia, via LC3 (FRITZEN et al., 2016; HERNANDEZ-GARCIA
et al., 2016; TANIDA; UENO; KOMINAMI, 2004). Em extensa revisao, Otrocka-
Domagata, em 2011, aponta que ha up-regulation dos fatores de transcricdo do
processo de autofagia, como FoxO3, em musculatura de individuos adultos,
ressaltando que sua expressao € suficiente para ativar a protedlise-dependente
da via lisossomal, principalmente regulada por LC3, além de outros genes
relacionados a autofagia (OTROCKA-DOMAGALA, 2011). Nos estudos de
Hernandez-Garcia e colaboradores (2016) o processo de autofagia em
musculatura de suinos neonatos foi prevenida com a suplementacdo de
leucina, principalmente pela manutengédo da expressdo do LC3, modulando a
sua elevagcdo em fungédo da protedlise induzida por septicemia (HERNANDEZ-
GARCIA et al., 2016). Corroborando com esses estudos, nossos resultados
mostraram que embora tenha ocorrido aumento da atividade da enzima
lisossomal — catepsina B —, sugerindo aumento do processo de autofagia,
contrariamente a esse processo verificamos que a leucina promoveu aumento
da fosforilacdo do FoxO3 e consequentemente modulacdo desse processo.
Novamente aventamos a hip6tese de que a leucina pode sim ter induzido
autofagia direcionando esse processo para renovacao celular, garantindo a
homeostasia celular, mas n&o para o processo de degradacao proteica, com
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perda celular, como o0 que ocorre em processos patolégicos. Desse modo faz-
se necessario aprofundar os estudos sobre o envolvimento da leucina em vias

autofagicas e sua relacao com a atividade lisossomal.

LC3 [ v e 14kDa
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e q 37kDa

Figura 6: Expressédo da proteina LC3 relacionada com o processo de autofagia analisada em miotlbulos C2C12
tratados com rapamicina e leucina. Imagem representativa de dois experimentos independentes em triplicatas e todas

as amostras analisadas por Western Blot. Legenda: C=controle; L=leucina; R=rapamicina; RL=rapamicina e leucina.
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Figura 7: Imagem obtida em microscopia de luz. Miotdbulos foram tratadas com rapamicina e leucina e corados com
cristal violeta. Legenda: C=controle; L=leucina; R=rapamicina; RL=rapamicina e leucina. Foram realizados dois
experimentos independentes em triplicatas e todas as amostras analisadas por Western Blot.

Tomando como base os resultados até entdo apresentados, onde
verificamos que a leucina estimulou o aumento da fosforilagdo da p70S6K1,
independente da rapamicina; e paralelamente, ndo houve alteragdo do
processo de protedlise gerenciado pelo sistema ubiquitina-proteossomo,
independente do aumento da atividade lisossomal, avaliado pela catepsina B,
foi possivel notar, como mostrado na Figura 7, que ndo houve alteracbes
morfolégicas nos mioblastos diferenciados em miotdbulos em nenhum dos
tratamentos realizados. Concordante com esses pontos, também foi possivel
verificar que ndo houve alteragcdo na concentragdo total de proteina nas
amostras de miotubulos estudados sob o tratamento com rapamicina associado
a leucina (Figura 8).
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Figura 8: Concentragdo de proteina em miotibulos C2C12, tratados ou ndo com rapamicina e associados a
suplementagdo com leucina. Analise obtida por método colorimétrico de Lowry. Foram realizados 4 experimentos
independentes em triplicata. Detalhes vide Materiais e Métodos.

D. Efeitos da leucina sobre o consumo de oxigénio

Como aventado inicialmente, a suplementacdo nutricional com
leucina é capaz de modular tanto a sinalizagcao celular, estimulando o processo
de sintese proteica quanto minimizando o processo de degradacdo. Essa
modulacdo parece estar associada principalmente a atividade quinase da
proteina mTOR.

Para avaliar a relacdo entre leucina e o possivel aumento da
biogénese mitocondrial, foram realizados experimentos com a finalidade de
medir o consumo de oxigénio nos miotdbulos C.Cio. O equipamento
OROBOROS foi utilizado para a determinacao da respiracdo basal assim como

a respiracao na presenca de moduladores da respiracéo celular.
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Figura 9: Consumo de oxigénio em miotlbulos C.C+2, suplementados com leucina e rapamicina. Andlise obtida pelo
ensaio utilizando OROBOS em trés situagdes distintas. Foram realizados 4 experimentos independentes em simplicata.

Andlise estatistica: two -way Anova com poés-teste Bonferroni. a: P<0,05 comparado com controle

Em nossos experimentos, a leucina foi responsavel por aumentar o
consumo de oxigénio, tanto basal, quanto na presenga de moduladores da
respiracao celular (oligomicina e FCCP), nos grupos previamente tratados com
rapamicina (Figura 9).

O aumento do consumo de oxigénio pode estar associado a Vvarios
fatores, seja relacionado ao aumento da biogénese mitocondrial, como também
diretamente envolvido com a elevacao da atividade da mitocéndria, aumento na
producéo de energia, como também, a mudanca de preferencia de substrato, ja
que houve maior disponibilidade de amino&cidos (leucina) no meio de cultura.
Segundo Vaughan e colaboradores, o tratamento com leucina nao sé implica
em aumento da massa muscular, por estimular a sintese proteica, como
também estimula a biossintese de novas mitocondrias (VAUGHAN; MARTIN;
LEWANDOWSKI, 2013). Os autores estudaram células rabdomiossarcoma
humano, como também C,C+, e verificaram que tanto na concentracao de
100pM, quanto na concentragdo de 500uM de leucina ambas as células
aumentaram o metabolismo oxidativo basal e consumo maximo, elevando a
atividade nao-acopladora, bem como o aumentando o metabolismo oxidativo
nao mitocondrial (HE et al., 2016; VAUGHAN; MARTIN; LEWANDOWSKI,
2013) Esses estudos corroboram com os resultados aqui apresentados,
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sugerindo que, por acao direta ou paralela, a leucina participa dos processos
de sintese proteica associado a modulagdo dos processos de degradacao em
conjunto com a biogénese mitocondrial e/ou aumento da capacidade oxidativa

celular.
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V. CONCLUSAO

Em células de mioblastos diferenciadas em miotubulos, tratadas ou

ndo, com rapamicina seguida ou ndo de suplementacdo com leucina, por

periodo agudo, obtivemos as seguintes conclusoes:

1.

A leucina é capaz de aumentar a fosforilacdo de p70S6K
independentemente da presenca de mTOR.

A rapamicina € capaz de diminuir a expressdo de Smad2, sendo essa
diminui¢cdo exacerbada com o tratamento associado a leucina.

A leucina é capaz, independente da mTOR, de ativar catepsina B,
enzima relacionada com autofagia. Entretanto, ndo houve aumento em
LC3, marcador de autofagia celular. Dessa maneira ainda n&o € possivel
explicar os efeitos da leucina sobre atividade lisossomal, pois a
autofagia faz parte de importante processo de diferenciacao celular, € no
presente trabalho, poderia estar relacionada ao processo de
regeneracao e atividade em miotubulos C2C1a.

A leucina é capaz de modular a respiracao celular, independente da
associagcdo com rapamicina, mostrando que a mTOR nado esta

relacionada com essa modulagéo.

Sendo assim, estudos futuros tém como objetivo avaliar se a

modulacdo da leucina em vias de sintese e de degradacdo proporcionaria a

manutencdo da homeostase celular, ativando vias anabdlicas para obtencéo de

energia, como também modulando o processo de autofagia, direcionando para

diferenciacao e regeneracao celular, bem como a biogénese mitocondrial em

modelo experimental com células C2C12 diferenciadas em miotubulos.
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