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RESUMO

SOUSA, N. M. C. Repercussbes da administracdo aguda de leucina sob re a
tolerancia a glicose e o comportamento alimentar em ratos resistentes a
insulina. 2015. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pos-graduagédo em Alimentos
e Nutricdo, Universidade Federal do Piaui, Teresina-PlI.

A leucina € um aminoéacido capaz de promover mudancas no balanco energético e na
sensibilidade a insulina. Contudo, a sua influéncia sobre esses fendémenos €
compreendida de modo divergente. Enquanto importantes estudos indicam melhora no
controle glicémico e aumento da saciedade apés a suplementagédo com leucina, outros
nao encontraram qualquer modificacdo ou, até mesmo, apontaram efeitos contrarios. A
partir desta constatacao, buscou-se com o presente trabalho avaliar as a¢cbes da leucina
sobre o controle glicémico e o comportamento alimentar de ratos resistentes a insulina
induzida por dexametasona. Para tanto, ratos machos Wistar, de trés meses de idade,
mantidos sob condicbes de temperatura, umidade e iluminagdo controladas,
receberam, por cinco dias consecutivos, injecao intraperitoneal de dexametasona &cido
fosférico (Decadron®) (1 mg/kg/dia). Diariamente, foram aferidos o peso corporal e o
consumo de ragdo. No dia seguinte a ultima administracdo de dexametasona foram
realizados teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGip) e teste de tolerancia a
insulina intraperitoneal (TTlip). Para testar as acOes da leucina, procedeu-se a
suplementacado oral aguda com esse aminoacido (0,16 mg/kg), utilizando outros lotes
de animais, sendo realizado novo TTGip e medido o consumo de rac¢éo no periodo de
24 horas. Ao término desses experimentos, os ratos foram eutanasiados e tiveram o
figado, coracao, rins, adrenais, baco, tecido adiposo epididimal e retroperitoneal, séleo
e hipotalamo retirados para afericdo do peso. Posteriormente, foi extraido o RNAmM do
hipotalamo para analise, por reacdo em cadeia de polimerase (PCR), dos genes
essenciais para o transporte de aminoacidos (LAT1/SCLC7AS e SNAT2/SLC38A),
metabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAT1 e BCAT2) e balanco
energético (POMC, CART, TRH, STAT3, GLP1-R, ObRb, NPY, NPY1-R, AgRP, GHS-
R, ORX e OX2-R). Verificou-se, primeiramente, que a administracdo de dexametasona,
por cinco dias, leva a: intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, atrofia do baco e das
adrenais, reducéo do peso corporal e do consumo de racdo. Constatou-se ainda que,
nos ratos metabolicamente disfuncionais, a suplementacdo aguda com leucina
restabeleceu a tolerancia a glicose e elevou a expressdo do RNAmM dos genes
hipotalamicos SNAT2/SLC38A, BCAT2, POMC, TRH, AgRP, NPY e ODbRb, sem
interferir no comportamento alimentar de um dia. Em conclusdo, a suplementacdo
aguda com leucina foi capaz de ativar, no hipotdlamo, duas populacdes neuronais
distintas, envolvidas com a inibicdo e estimulo ao comportamento alimentar que,
possivelmente, foi a responsével pela auséncia de alteracdo na ingestdo alimentar no
periodo de 24 horas.

Palavras-chave: Leucina. Comportamento alimentar. Homeostase glicémica



ABSTRACT

SOUSA, N. M. C. Management effects of acute leucine on tolerance to glucose
and the eating behavior in rats resistant to insuli n. 2015. Master's thesis -
Graduate Program in Food and Nutrition, Federal University of Piaui, Teresina-PlI.

Leucine amino acid is able to promote changes in energy balance and insulin
sensitivity. However, their influence on these phenomena is understood divergently.
While studies indicate significant improvement in glycemic control and increased
satiety after supplementation with leucine, others show no change or even suggest the
opposite effect. From this finding, what we sought with this work was to evaluate the
leucine shares on glycemic control and eating behavior in rats resistant to insulin by
dexamethasone. For that, male Wistar rats, with three months of age, kept under
conditions of temperature, humidity and lighting controlled, received for five
consecutive days, intraperitoneal injection of dexamethasone phosphoric acid
(Decadron®) (1 mg/kg/day). Daily, their body weight and feed intake were measured.
On the following day, after the last administration of dexamethasone, intraperitoneal
glucose tolerance test (GTTip) and intraperitoneal insulin tolerance test (ITTip) were
made. Then, to test the leucine shares, we proceeded to acute oral supplementation
with this amino acid (0.16 mg/kg), using lots of other animals, then we've done a new
TTGip and measured feed intake in a 24 hour period. At the end of these experiments,
mice were euthanized and had the liver, heart, kidney, adrenals, spleen, epididymal
and retroperitoneal adipose tissue, soleus and hypothalamus removed for
measurement of weight. Subsequently, the mRNA was extracted of the hypothalamus
and to analyze by polymerase chain reaction (PCR), the genes essential for the
transport of amino acids (LAT1/SCLC7AS and SNAT2/SLC38A), branched-chain
amino acid metabolism (BCAT1 and BCAT2) and energy balance (POMC, CART,
TRH, STAT3, GLP1-R, OBRb, NPY, NPY1-R, AgRP, GHS-R, ORX and OX2-R). It was
found firstly that the administration of dexamethasone for five days leads to: glucose
intolerance, insulin resistance, spleen and adrenal atrophy, decrease in body weight
and feed intake. Then it was found that in metabolically dysfunctional rats, acute
leucine supplementation restored glucose tolerance and increased the mMRNA
expression of hypothalamic genes SNAT2/SLC38A, BCAT2, POMC, TRH, AgRP, NPY
and ObRDb, without interfering with a day feeding behavior. In conclusion, acute leucine
supplementation was able to activate, on hypothalamus, two distinct neuronal
populations involved in inhibition and stimulation of feeding behavior that possibly was
responsible for the lack of change in food intake in 24-hour period.

Keywords: Leucine. Eating behavior. Glycemic homeostasis.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem-se observado um aumento alarmante na prevaléncia de
doencas crbnicas ndo transmissiveis, dentre elas, o diabetes mellitus (HOSSAIN;
KAWAR; EL NAHAS, 2007; WHO, 2014). Um fator preditivo para o aparecimento
dessa enfermidade € a presenca de resisténcia a insulina e tolerancia diminuida a
glicose, condicbes que estdo associadas a habitos de vida ndo saudaveis (ex.:
sedentarismo e comportamento alimentar inadequado) e que, por sua vez, levam ao
sobrepeso e obesidade. Estima-se que uma parcela de 6,9% da populagdo mundial
(316 milhdes de pessoas) esta acometida por tolerancia diminuida a glicose (IDF-
International Diabetes Federation, 2013) e, caso ndo haja tratamento precoce, irdo
evoluir para a doenca.

Com o aparecimento de morbidades associadas ao estilo de vida, a elucidacao
dos mecanismos envolvidos na resisténcia periférica a insulina e intolerancia a glicose
torna-se ainda mais relevante (KAHN; FLIER, 2000). Neste contexto, emergem as
promessas da utilizacdo da suplementacdo com 0s aminoacidos essenciais,
especialmente a leucina, como uma importante estratégia para a prevenc¢ao e reducao
do risco de agravos metabdlicos. Isso porque, eles regulam a expresséo de genes e
vias metabolicas essenciais para a saude dos organismos (PEDROSA et al., 2010;
TORRES-LEAL et al., 2010; WU, 2013; ZAMPIERI et al., 2014).

Varios estudos destacam os beneficios da suplementacdo com a leucina na
reducdo do consumo alimentar (COTA et al., 2006; ROPELLE et al., 2008; KOCH et
al., 2013; BLOUET et al., 2009; BLOUET; SCHWARTZ, 2012; FREUDENBERG;
PETZKE; KLAUS, 2012; DRGONOVA et al., 2013) e prevencéao da obesidade induzida
pela dieta, com melhora da sensibilidade a insulina (ZHANG et al., 2007; MACOTELA
et al., 2011; FREUDENBERG; PETZKE; KLAUS, 2012; LI et al., 2013; BINDER et
al., 2013; SU et al., 2012).

Os mecanismos envolvidos com a melhora da homeostase glicémica apos a
suplementacdo com leucina sédo: aumento no gasto energético de repouso (BINDER et
al., 2013), reducao da adiposidade (ZHANG et al., 2007), melhora da via de sinalizag&o
da insulina (MACOTELA et al.,, 2011), aumento na expressdo do transportador de
glicose tipo 4 (GLUT-4) no tecido adiposo branco (FREUDENBERG; PETZKE; KLAUS,
2012) e inibicdo da gliconeogénese hepética (SU et al., 2012). Segundo Newgard et al.
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(2009), apesar de vérias publicacdes demonstrarem que a suplementacao com leucina
é capaz de aumentar a sensibilidade a insulina, ha, noutra vertente, indicacéo de que a
resisténcia a insulina pode ocorrer ou mesmo ser agravada quando € realizada
suplementacdo com esse aminoacido em ratos obesos. A piora do quadro de
resisténcia a insulina esta relacionada a mecanismos que envolvem a ativacéo do alvo
da rapamicina em mamiferos (MTOR), no musculo, e a fosforilagdo inibitéria do
substrato receptor de insulina 1 (IRS-1) em residuos de serina e/ou treonina
(TREMBLAY; MARETTE, 2001).

Por outro lado, o envolvimento da leucina na reducao da ingestao de alimentos
foi descrito, principalmente, quando a administragcdo foi realizada por via
intracerebroventricular (ICV). Nessa situagéo ocorre acao direta da leucina sobre os
nacleos hipotalamicos sendo capaz de exercer efeitos inibitérios na ingestdo de
alimentos por meio da sinalizacdo via mTOR-S6K, no nucleo arqueado (ARC) (COTA
et al., 2006; BLOUET et al., 2009). Quando testada a suplementa¢éo com leucina por
via oral (na ragdo, por gavagem ou na agua de beber), varios estudos, utilizando
modelos experimentais, tém demonstrado que nao ocorre a inibicdo do apetite
(DONATO Jr et al., 2006; ZHANG et al., 2007; NAIRIZI et al., 2009; MACOTELA et al.,
2011; TORRES-LEAL et al, 2011; VIANNA et al, 2012; LI et al, 2013;
FREUDENBERG; PETZKE; KLAUS, 2013), apesar de a leucina administrada via oral,
ser capaz de ativar circuitos hipotalamicos criticos para o controle da ingestao alimentar

(ZAMPIERI et al., 2013; ZAMPIERI et al., 2014).

Por conta desses efeitos divergentes atribuidos a suplementac¢éo com leucina,
é dificil estabelecer o real papel sinalizador e metabdlico desse aminoacido nas
relacfes que envolvem o controle glicEmico e alimentar. Eis, a razdo primordial desta
pesquisa. Nesse proposito, foram avaliados a homeostase glicémica, o
comportamento alimentar em curto prazo e a expressao de varios genes
hipotalamicos envolvidos no controle alimentar de ratos com resisténcia a insulina

induzida por dexametasona e suplementados uma unica vez com leucina.
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7 CONCLUSOES

A patrtir do presente estudo conclui-se que:

O tratamento com dexametasona (1mg/kg), por cinco dias, reduz o peso
corporal e o consumo alimentar, provoca atrofia do baco e das adrenais e induz
a intolerancia a glicose e resisténcia a insulina;

* A administracdo aguda de leucina melhora a resposta glicémica e nao modifica
a ingestao de racao durante 24 horas em ratos resistentes a insulina;

* A expressao dos genes hipotalamicos responsaveis pelo transporte (SNAT 2)
e metabolismo de leucina (BCAT-2) eleva-se apds a administracdo aguda do
aminoacido nos ratos resistentes a insulina, indicando uma maior sensibilidade
hipotalamica desses animais;

* Uma unica administracéo de leucina duplica a expresséo do gene codificador
da forma longa do receptor de leptina (ObRb) e eleva o RNAmM dos genes
hipotalamicos orexigénicos (AgRP e NPY) e anorexigénicos (POMC e TRH) em

ratos resistentes a insulina.
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