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Resumo: O interesse pelo estudo do processo de atrofia muscular esquelética pode ser
considerado ascendente nos ultimos anos devido a abrangéncia pela qual a populagio é
acometida por tal estado catabdlico. Neste contexto, faz-se a crescente busca por estratégias
que possam atenuar a perda de massa muscular. A suplementagio de leucina aponta ser uma
promissora terapia antiatrofica agindo tanto pela inibi¢io da protedlise como por meio do
aumento na sintese proteica muscular. Sera foco deste artigo debater os efeitos da
suplementacio de leucina na regulagio da atrofia muscular observada em diversas condigdes

patologicas.
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LEUCINE SUPPLEMENTATION: A NEW ANTI-ATROPHIC STRATEGY?

Abstract: The interest in studying skeletal muscle atrophy process can be seen rising in recent
years because the scope for which the population is affected by such catabolic state. In this
context, there is a growing search for strategies that can mitigate the loss of skeletal muscle
mass. Leucine supplementation appears to be a promising anti-atrophic strategy acting both
by inhibiting proteolysis as through increasing skeletal muscle protein synthesis. The focus of
this article is to discuss the effects of leucine supplementation in the regulation of skeletal

muscle atrophy observed in several pathological conditions.
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INTRODUCAO

A atrofia muscular esquelética é considerada um importante problema de salde publica devido aos seus efeitos primarios
(alteragbes metabolicas) e secundarios (perda da forga, diminuigdo autonomia). Neste contexto, a suplementagio de leucina

(acido 2-aminoisocaproico ou acido 2-amino-4-metil-pentanoico), aminoacido com cadeia lateral alifatica e hidrofébica (apolar),
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parece ser uma promissora terapia antiatrofica, agindo tanto através da inibicdo da protedlise do musculo esquelético como
também através do aumento na sintese proteica. Importantemente, tal efetividade parece depender tanto do tipo de atrofia
muscular estudada como também da dose utilizada. A leucina juntamente com a isoleucina e a valina. Assim, sera foco deste
artigo de revisio debater os efeitos suplementagio de leucina na regulagio da atrofia muscular observada em diversas

condigbes patoldgicas.

Atualmente, a suplementagio de leucina deixou de ser considerada apenas uma estratégia de oferta de aminoacidos
essenciais ramificados. Tal designacio deve-se aos potentes efeitos fisiofarmacologicos que a suplementacio isolada de leucina é
capaz de exercer sobre sistemas de sintese e degradagdo proteica muscular. A este exemplo, os trabalhos pioneiros de
Anthony et al. (2000a) e Crozier et al. (2005) demonstraram que a suplementagdo de leucina, administrada através de gavagem
em ratos no estado de jejum (pos-absortivo), é capaz de estimular marcadamente a sintese proteica na musculatura esquelética.
Digno de nota constitui-se o fato de que o aumento da sintese proteica nestes animais é dependente do aumento na taxa de
traducdo de RNAs mensageiros (RNAm), sendo delicadamente controlada pela via mTOR (mammalian target of rapamycin)
(ANTHONY et al., 2000b).

Ainda é desconhecido o mecanismo pelo qual a suplementagdo de leucina é capaz de estimular a proteina cinase mTOR.
Entretanto, especula-se a possivel existéncia de receptores de membrana sensiveis a estimulagio induzida por aminoacidos
essenciais, entre eles a leucina. Adicionalmente, também é desconhecida a origem do sinal que desencadeia a ativagdo da mTOR
induzida pela leucina. Porém, evidéncias recentes apontam que a suplementagdo com aminoacidos pode (SMITH et al,, 2005) ou
nio (LONG et al., 2005) estimular a ligagdo da proteina Rheb (Ras homolog enriched in brain) complexada a GTP (guanosina
trifosfato) com a proteina mTOR, o que permitiria a propagagdo na sinalizagdao dos aminoacidos.

Uma vez induzida pela leucina, a ativagdio da mTOR culmina com o aumento agudo da sintese proteica. O incremento da
sintese proteica pode ocorrer através de mecanismos distintos, todos dirigidos no sentido de aumentar a tradugdo de RNAm
codificando proteinas. Uma forma cléssica de regulagio da sintese proteica ocorre através do aumento na transcricio de genes
codificando proteinas, o qual acarreta no aumento da oferta de RNAm para a maquinaria ribossémica, envolvida na tradugio de
proteinas. Surpreendentemente, a suplementacio de leucina nio parece aumentar a sintese proteica através dos mecanismos
supracitados (genémicos) (PROUD, 2007). De fato, o aumento na sintese proteica induzido pela suplementacdo de leucina
parece ser modulado principalmente através de mecanismos pos traducionais (ndo genémicos), através do aumento na taxa de
traducio de RNAm ja existentes, processo que recebe o nome de eficiéncia traducional. Para que tal efeito seja bem sucedido,
uma etapa crucial de regulagdo é a aumentada taxa de ligagdo do fator de iniciagdo eucariético (elF) 4E a regido 7metilguanosina
do RNAm, o que permite que outros fatores de iniciagdo eucaridticos (elF4G e elF4A) formem o complexo elF4F. Este
complexo desempenha a tarefa de desnovelar estruturas secundarias na regido nio traduzida do RNAm, bem como permitem
o acoplamento do RNAm ao ribossomo (KIMBALL & JEFFERSON, 2006). Dentre as proteinas que controlam a disponibilidade
do elF4E em ligar-se ao RNAm, cita-se a familia de proteinas ligantes do fator de iniciagdo eucariético 4E, cujo membro mais
bem estudado é a 4EBP-1. Digno de nota, constitui-se o fato de que a suplementagdo de leucina é capaz de induzir uma robusta
resposta de fosforilagdo da proteina 4EBP-1, a qual em seu estado fosforilado é capaz de desacoplar-se do elF4E. Uma vez livre,
elF4E é capaz de reacoplar-se ao elF4G e elF4A (complexo elF4F), permitindo associagio ao RNAm e aumento na taxa de
tradugdo dos mesmos (KIMBALL & JEFFERSON, 2006). Um outro mecanismo de agdo no aumento da sintese proteica induzida

pela leucina ¢ a fosforilagdo da proteina cinase de 70kDa S6K |, também conhecida como p70S6K. A fosforilacdo desta cinase é
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capaz de induzir fosforilagio de importantes substratos, como a proteina ribossémica Sé, o fator de iniciacio eucariético 4B
(elF4B), e a proteina cinase envolvida no processo de alongamento do processo de tradugio, (do Inglés eukaryotic elongation
factor kinase 2 ou eEF2k), consequentemente afetando ambos, a iniciagio e o alongamento de outras classes de RNAm
(KIMBALL & JEFFERSON, 2006). Estes mecanismos de agdo constituem pegas chave no aumento da sintese protéica induzida
por aminoacidos.

Em relagdo a inibigdo da protedlise muscular, os mecanismos sdo muito mais obscuros (ZANCHI et al., 2008). Entretanto,
diversos estudos tém apontado que a suplementagio de leucina é capaz de inibir tanto a protedlise dependente de ATP como a
protedlise lisossomal (COMBARET et al., 2005; MORDIER et al., 2000). Ainda mais, a suplementagio de leucina parece ser
capaz de exercer também agdes gendmicas, sendo capaz de diminuir a ativacdo de programas génicos, induzidos em condicées
atréficas (BUSQUETS et al., 2000; HERNINGTYAS et al,, 2008; SUGAWARA et al,, 2008). Desta forma, a suplementagio de leucina

parece atuar tanto na ativagio de mecanismos sintéticos quanto na inibicio de mecanismos proteoliticos, sendo uma potencial estratégia

antiatrofica.
IGF-1
Insulina
PI3K
Akt ;
1 — FoxO
2 _-v MIOR Atrogina-1
MURF-1
J
Leucina 1
p7086k 4EBP-1 Degradagao
Protéica
gk
Sintese 17
Protéica '|
Leucina
Figura | - Resumo dos mecanismos de sintese e degradagdo proteica e o possivel papel sinalizador da leucina. (Adaptado de

SANDRI, 2008).

Informagdes detalhadas no que concernem aos eventos de sinalizagdo celular por aminoacidos podem ser encontradas em

excelente revisio publicada por Proud (2007).

LEUCINA E DESUSO MUSCULAR

Opostamente ao observado em situagdes de estimulo mecénico, o desuso muscular apresenta influéncia significativamente

atrofica sobre a musculatura esquelética. O impacto dos estudos em tal condigio catabdlica é digno de nota, visto que diversas
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patologias envolvendo o desuso muscular (imobilizagdo traumatica, doengas neuromusculares, etc.) sdo frequentemente
observadas na clinica médica.

Uma das explicagdes fisiologicas para ocorréncia do processo de atrofia muscular tem por base os eventos de
sinalizagdo celular. De modo geral, sabe-se que condigdes de desuso/imobilizagdo diminuem significativamente a sintese
proteica muscular (BOOTH & SEIDER, 1979) e induzem a expressdo de dois genes codificando ubiquitinas ligases envolvidas na
degradacdo de proteinas musculares que modulam a degradagio de proteinas miofibrilares pelo complexo ubiquitina-
proteassoma: atrogina-|/MAFBx e MURF-1 (BODINE et al. 2001; GOMES et al. 2001).

Partindo do principio terapéutico previamente citado da suplementagido de leucina, alguns trabalhos avaliaram o efeito
supressor deste aminoacido em condigdes de desuso muscular. Em recente artigo de revisio, Kobayashi et al. (2006)
descrevem resultados ndo publicados de seu grupo em um modelo de 24 horas de imobilizagio. Os autores observaram que a
infusdo de 246 mg/kg'/h”' durante 105 minutos (equivalente a |64 mg/kg) de BCAA (Branched-chain amino acids) nio afetou a
sintese e a degradagio proteica muscular em ratos imobilizados. Contudo, a infusio de 600 mg/kg'/h”' por 105 minutos
(equivalente a 400 mg/kg) suprimiu a protedlise muscular nos animais imobilizados. Han et al. (2007) verificaram que
suplementagdo com 5% de leucina por 14 dias reduziu a atrofia no muisculo séleo de ratos submetidos ao modelo de desuso
muscular. Em levantamento bibliografico detalhado no que concerne ao potencial antiatréfico da leucina em condigdes /in vivo e
in vitro, observamos que, ao contrario da sintese proteica, para que a supressio proteolitica muscular seja efetiva é necessario
um consumo ou dose suprafisiologica (ZANCHI et al., 2008). Os dados de Kobayashi et al. (2006) corroboram tal resposta
uma vez que as duas misturas de aminoacidos continham leucina, porém a dltima representava uma dose 3,6 vezes superior.
Portanto, para condi¢des de desuso muscular, assim como para outras condigdes atroficas, o efeito supressor da leucina é mais
comumente observado quando quantidades suprafisiologicas sdo administradas. Os mecanismos sinalizadores responsaveis por

tal resposta fisiologica é um ponto chave a ser estudado.

Na pratica clinica, o uso de dexametasona (um analogo sintético do glicocorticoide cortisol, porém 30x mais potente que o
mesmo) é amplamente prescrito, devido as suas propriedades anti-inflamatérias e imunossupressoras (HASSELGREN, 1999;
OWCZAREK et al., 2005). Porém, um importante efeito colateral deste farmaco advém de sua importante caracteristica
indutora de atrofia na musculatura esquelética (SOUTHORN et al.,, 1990). Assim, observa-se que camundongos tratados
durante 5 dias com altas concentragdes de dexametasona (5mg/kg) apresentam perda de massa muscular da ordem de 14-17%,
com diminuicdo média da area da fibra da ordem de 15% (GILSON et al., 2007). Da mesma forma, ratos tratados durante 5
dias com uma dosagem de dexametasona |0 vezes inferior (0,5mg/kg), ainda apresentam, apds 7 dias de recuperagio (término
do tratamento com dexametasona), 13% de atrofia no musculo gastrocnémico quando comparados com seus pares
alimentados de forma similar (SAVARY et al., 1998). Portanto, mesmo em roedores, cujo metabolismo proteico apresenta-se
elevado em relacio ao metabolismo humano (WACKERHAGE & RENNIE, 2006), a recuperagdo da atrofia causada pela
dexametasona constitui um processo lento.

Apesar de uma série de importantes estudos demonstrarem que a suplementagdo de leucina é capaz de inibir a atrofia em
diversas situagdes atroficas, pouco se sabe a respeito dos mecanismos da suplementagio de leucina na atenuagio do processo
atréfico induzido pelo tratamento com dexametasona. Sob efeito da dexametasona, ratos tratados agudamente de leucina
(dose Unica), restauraram completamente a sintese proteica, revertendo a inibigio da proteina cinase p70s6k e da 4EBP-I

(responsaveis pelo processo anabdlico), quando comparados aos ratos apenas tratados com dexametasona (SHAH et al., 2000).
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Porém, no ambito do tratamento crénico com dexametasona, ainda ndo se tem muita informagéo a respeito de como este tipo

de estratégia pode atenuar/reverter, no contexto fisiolégico e molecular, a atrofia da musculatura esquelética.

Cerca de 50-80% dos pacientes portadores de cincer em estado avangado apresentam o quadro da sindrome da caquexia,
que induz no organismo intensa deplecio da massa magra e dos depésitos de gordura (ARGILES & LOPEZ-SORIANO, 1999;
MACHADO et al., 2004; TISDALE, 2005). Os mecanismos que deflagram a sindrome da caquexia associada ao cancer sio
complexos. No entanto, o metabolismo de aminoacidos e proteinas parece ter papel primordial (BARACOS & MACKENZIE,
2006). Diversos fatores, que também ocorrem em outras doengas (ex: doenga renal), contribuem para alteragdes no
metabolismo dos aminoacidos no cancer, incluindo redugio da ingestdo dietética, aumento na oxidagdo dos aminoacidos de
cadeia ramificada (BCAA - leucina, isoleucina e valina), e imenso catabolismo ocasionado pela redugdo na sintese e aumento da
protedlise muscular proteica (BARACOS & MACKENZIE, 2006).

Estudos conduzidos por Ventrucci et al. (2001) examinaram os efeitos da suplementagdo de leucina (3%) em animais
portadores do tumor de Walker-256 e realizaram ensaios com o musculo esquelético (gastrocnémico) a fim de elucidar o
mecanismo de catabolismo tecidual que ocorre durante o processo da caquexia. Neste estudo, observou-se que o grupo
experimental portador do tumor (com dieta normal) apresentou aumento da taxa de protedlise muscular e redugdo da taxa de
sintese proteica muscular. Porém, o grupo portador do tumor e tratado com dieta rica em leucina apresentou aumento da
sintese proteica e menor degradagio de proteinas musculares quando comparado com o grupo tumor ndo tratado de leucina
na dieta, ocasionando efeito benéfico. Corroborando com tais resultados, Gomes-Marcondes et al. (2003) observaram que a
suplementagdo de leucina na dieta (3%) em animais portadores de tumor de Walker-256 retardou o crescimento do tumor,
preservando também o contetdo de miosina muscular em relagio ao grupo portador do tumor que nio foi suplementado de
leucina. Os autores especulam que a leucina pode ter agdo direta e/ou indireta sobre mecanismos que controlam estimulando a
sintese e/ou inibindo o processo de oxidagdo protéica no musculo esquelético. Corroborando com tais resultados, Ventrucci
et al. (2007) demonstraram que ratas portadoras do tumor de Walker-256 suplementados de leucina (3%) exibiram aumento
na incorporacio de leucina na proteina, em comparagdo com ratas portadoras do tumor sem suplementacdo. A dieta rica em
leucina também impediu a diminuigdo da concentragdo plasmatica de insulina normalmente observada em animais caquéticos.

Em outro estudo, Eley et al. (2007) examinaram os efeitos da suplementagio de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA -
Branched Chain Amino Acids) sobre a sintese proteica no muUsculo gastrocnémico em animais portadores do tumor MAC |6,
verificando o possivel efeito protetor dos BCAA sobre a perda de massa muscular. No estudo supracitado, a suplementagdo
com BCAA (lg/Kg peso corporal) causou uma supressdo significativa na perda de peso corporal em ratos caquéticos,
produzindo um aumento significativo no peso do musculo esquelético, através do aumento na sintese proteica e uma
diminuigdo da degradacio. Isto pode ser devido a uma redugio na fosforilagio da mTOR, que também pode ser responsavel

pela diminuicdo da fosforilagio p70S6k.

Durante a sepse, que se caracteriza por infecgio sistémica, também se observa um intenso quadro de catabolismo muscular.
Pacientes com esse quadro apresentam diminuicdio na sintese muscular, a qual parece estar essencialmente ligada a uma

diminuicdo na taxa de traducio de RNAm (VARY, 2007). Conforme discutido anteriormente, um potencial mecanismegde
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regulagido da tradugio de RNAmM ocorre através da formacao do complexo elF4F. A este respeito, um potencial mecanismo de
atrofia desencadeado pela sepse é a reduzida formagdo deste complexo, mediada pela inibigdo da via mTOR (VARY & LINCH,
2007, VARY et al., 2001).

A utilizacdo de leucina para aumentar a sintese de proteina nos quadros de sepse ¢é divergente. Vary (2007) mostrou que a
suplementagido de leucina (2,2 mg por grama de peso do rato) foi capaz de aumentar a formagio do complexo elF4G-elF4E em
ratos sépticos, levando a valores inclusive acima dos ratos controle. Além disso, houve uma correlagio positiva entre a
formagdo do complexo e a fosforilagio da enzima elF4G em seu sitio de fosforilagio capaz de aumentar a formagdo do
complexo elF4F (independente de 4EBP-1), com a sintese de proteina muscular. Por outro lado, Frost & Lang (2004)
mostraram que a suplementacio de leucina (1,35mg por grama de peso) na mesma espécie de ratos com sepse nio se mostrou
efetiva para diminuir a ligagdo da enzima elF4E com a proteina 4E-BP| (antagonista da formagio do complexo elF4G-elF4E).
Adicionalmente, ndo se observaram neste estudo efeitos da suplementagio de leucina sobre o aumento da sintese de proteina
muscular em ratos com sepse, sugerindo um mecanismo de resisténcia anabdlica a leucina. Assim, durante a sepse, o
tratamento de leucina apresenta resultados controversos (LANG & FROST, 2005). Nesta condicio, é possivel que a efetividade
da suplementagdo de leucina seja dependente nio s6 do grau de acometimento, mas também de suas respostas fisiologicas

indutoras de resisténcia anabolica a leucina associadas.

Estudos realizados em humanos avaliando o impacto da suplementagdo de leucina em condigdes atréficas na modulagio do
remodelamento muscular bem como dos processos de sintese e degradagio sdo escassos na literatura. Contudo, hd uma
interessante evidéncia descrita em revisdo publicada por Layman (2003) em que individuos saudaveis que realizaram dieta
isocaldrica cronicamente, que proporcionava um déficit calérico de 500 kcal/dia, e consumiram de 5-10 g de leucina/dia
apresentaram menor perda de massa muscular esquelética. Outras evidéncias em diferentes modelos catabdlicos foram
avaliadas agudamente, ndo havendo assim possibilidade de afirmagdo de “tratamento antiatrofico”.

De fato, a suplementacdo de leucina parece ser mesmo uma estratégia promissora no combate a atrofia muscular em
diversas situagdes em que se observa diminuicdo na sintese proteica e/ou também aumento da protedlise muscular. Entretanto,
o balango proteico é modificado singularmente em cada condigdo atroéfica, e a contribuigdo da inibicio dos mecanismos de
sintese e ativagdo dos mecanismos de protedlise é itinerante. Assim, dada a diversidade de cada condigdo atréfica, ndo é de se

surpreender que exista também uma relacdo ideal entre dose e efeito em cada situagdo. O refinamento entre as relagdes entre

dose e efeito permitira que se chegue a conclusdes inequivocas a este respeito.
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