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RESUMO: A leucina é um regulador do metabolismo proteico in vivo, e existem poucas informagdes referentes
a sua acdo na hipertrofia cardiaca induzida pelo hipertireoidismo experimental e sua relacdo com a creatina quinase sérica.
O estudo teve por objetivo verificar a acdo da leucina na hipertrofia cardiaca e na concentragio sérica de creatina quinase
em ratos Wistar em hipertireoidismo. Foram utilizados 20 animais, divididos em quatro grupos sendo estes o controle,
hormoénio, leucina e hormonio + leucina. O hipertireoidismo foi induzido administrando-se, diariamente, 20ug/100 gramas
de levotiroxina sédica em suspensio aquosa, por gavagem. A leucina foi suplementada adicionando-se 5% do aminoécido
a ragdo convencional. O sangue foi coletado por puncdo cardiaca e as andlises feitas em kits para CK-NAC, CK-MB e
TSH. Ao final do periodo experimental de sete dias o coragdo foi removido e pesado. Posteriormente, foi separado o
ventriculo esquerdo juntamente com o septo interventricular e pesado. Na comparagdo estatistica foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias e pos-teste de Tukey, considerando-se significativos valores de p<0,05. As
concentragdes séricas de CK-MB sérica foram menores no grupo leucina (p<0,05) e horménio + leucina (p<0,05) em
comparagdo a controle. O grupo hormdnio, apresentou peso relativo do coragdo maior que o grupo controle (p<0,05) e
peso absoluto do coragdo maior que hormdnio + leucina (p<0,05). Em conclusdo, a leucina parece reduzir a hipertrofia

cardiaca e a concentragdo sérica da creatina quinase por mecanismos ainda desconhecidos.
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INTRODUCAO

Na presenca de hipertireoidismo, a funcio
cardiaca pode se alterar por acdo direta do T3 ou por
variagcdes hemodindmicas e vasculares (MESSIAS
et al. 1999), aumentando o débito cardiaco,
cronotropismo, inotropismo (AMIDI et al. 1968;
GRAETTINGER et al. 1959; SKELTON et al.
1970) e provocando adaptagdes hipertréficas no
coragdo (GEMMILL 1958; PIANTNEK-
LEUNISSEN et al. 1967; SANDIER et al. 1959) .

O excesso de hormdnio tireoidiano provoca
diferentes respostas cardiovasculares dependentes
do tempo de exposi¢cdo. Ocorre inicialmente uma
hipertrofia fisioldgica sinalizada intracelularmente
pelas vias da proteina quinase B (PBK) e,
extracelularmente, pela quinase ativada (ERK 1%2).
Cronicamente, pode ocorrer sinalizagdo apoptotica
dependente das caspases (FERNANDES 2010).

A creatina quinase (CK) consiste de um
dimero composto de duas subunidades B e M,
separadas em trés isoformas distintas que ocorrem

predominantemente no tecido cerebral (CK-BB), no
miocdrdio (CK-MB) e na musculatura esquelética
(CK-MM) (HORDER et al. 1991). A dosagem da
concentracdo sérica de CK € usada como método
auxiliar no diagnéstico da distrofia muscular
progressiva (EBASHI et al. 1959) e no infarto do
miocardio. Variagdes de sua concentracio
apresentam-se como um importante marcador
clinico para lesdo muscular muitas vezes presentes
nas disfungdes da tiredide (ROSALKI 1970;
MELTEZER 1971).

Os hormonios tireoidianos, particularmente
o T3, modulam a sintese geral da fosfocreatina
(PCr), aumentam a taxa de fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, regulam a atividade total da CK e a
distribuicdo de suas isoenzimas. O hipertireoidismo
produz aumento da permeabilidade passiva do
sarcolema a creatina quinase e, como resultado,
ocorre desacoplamento da PCr mitocondrial. Como
a taxa de utilizagc@o da energia no estado de repouso
estd aumentada no hipertireoidismo, uma
diminuicdo da PCr intracelular, aumenta a
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susceptibilidade do miocdrdio a hipéxia e a
possiveis danos (SEPPET et al. 1994).

A leucina pertence ao grupo dos
aminodcidos de cadeia ramificada e alifética
(BCAA). Estes aminoacidos sdo reguladores do
metabolismo  proteico muscular in  vivo e
constituem-se em terapia nutricional a ser utilizada
em situacdo de desuso muscular, agindo como
estimuladora de sintese proteica ou inibindo a
protedlise (KOBAYASHI et al. 2006).

Diante disso, o objetivo do estudo foi
esclarecer a a¢do da leucina na hipertrofia cardiaca e
na concentragdo de creatina quinase, em ratos
Wistar, utilizando-se o modelo experimental de
hipertireoidismo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério
de Medicina Experimental da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU) e foi aprovado pela Comissdo
de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA-UFU)
sob o parecer n°193/11. Foram utilizados no estudo
20 ratos Wistar, machos, com aproximadamente trés
meses de vida e peso corporal de 313g =+ 18,
conforme ilustrado na Tabela 1.

O estudo teve duracdo de sete dias e durante
o periodo experimental as condi¢des ambientais do
laboratério foram mantidas constantes, no que se
refere a temperatura, nivel de ruido e luminosidade,
com foto periodos de 12 horas de ciclo claro e
escuro.

Delineamento experimental

Os animais foram agrupados aleatoriamente
em quatro grupos de cinco ratos cada e mantidos
separados. Os grupos estio descritos abaixo.

Grupo controle (C), composto por cinco
animais com acesso livre a racdo comercial
RHOSTER® de acordo com American Institute of
Nutrition (AIN-93G).

Grupo hormdnio (H), composto por cinco
animais em hipertireoidismo experimental e com
acesso livre a ragdo.

Grupo leucina (L), composto por cinco
animais com acesso livre a ragdo suplementada com
leucina a 5%.

Grupo hormonio + leucina (HL), composto
por cinco animais em hipertireoidismo experimental
com acesso livre a ragdo suplementada com leucina
a5%.

Todos os animais tiveram acesso livre a
dgua.
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Inducao do Hipertireoidismo

Os Grupos H e HL receberam, durante todo
o periodo experimental, por meio de gavagem, a
dose diaria de 20pg/100 gramas de peso corporal em
suspensao aquosa, ou seja, 2ml/kg de peso de T4 a
0,01%, obtida a partir de 10 comprimidos de 100ug
de T4 diluidos em 10ml de d4gua destilada
(ENGELMAN et al. 2001; FERNANDES et al.
2007).

Eutanasia dos animais e coleta de sangue

Ao final de sete dias de experimento, todos
os animais foram pesados em balanca Marte® AS
500, anestesiados com uma dose de 0,1 ml/100g de
Cetamina a 10%, associado a 0,1 ml/100g de
Xilasina a 2%. Foi coletado sangue através de
puncdo cardiaca e, posteriormente, os animais foram
submetidos a eutandsia.

Andlises laboratoriais

Apés a puncgdo cardiaca, as amostras de
sangue foram colocadas em tubos de ensaio
VACUETTE® com gel separador e levadas ao
laboratério de andlises clinicas do Hospital
Veterindrio da UFU para andlise. Para a
quantificacdo da CK-NAC e CK-MB foram
utilizados KIT-CK-NAC e KIT-CK-MB Liquiform,
da marca LABTEST®. Para determinacdo do TSH
(hormonio estimulante da tireoide) foram utilizados
os kits da marca INTERKIT® e a andlise foi feita
através do método de ensaio de imunoabsorcio
ligado a enzima (ELISA).

Peso do coracao

O coragdo foi removido realizando-se
abertura do térax do animal sendo, a seguir, lavado
em solucdo fisiolégica par a  pesagem.
Posteriormente, os cora¢des foram armazenados em
formol a 10%.

Apds 72 horas foi separado o ventriculo
esquerdo juntamente com o septo interventricular e
pesado. O peso relativo do coragdo foi determinado
dividindo-se o peso absoluto do coragdo em
miligramas (mg) pelo peso corporal total do animal
em gramas.

Andlise estatistica

Os resultados  experimentais  foram
expressos em média * desvio padrio. As
comparacgdes entre os grupos foram realizadas por
andlise de variancia (ANOVA) de duas vias e teste
de Tukey. O nivel de significancia foi estabelecido
para valores de p<0,05.
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RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores
de média e desvio padrdo relativos ao peso corporal

total.

Tabela 1. Peso Corporal Total
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Houve diferenca estatisticamente
significante no peso corporal total final, quando se
comparou o grupo C aos grupos H (8,44%, p<0,05)
e HL (8,55%, p<0,05) com maior peso encontrado
no grupo controle nas duas situagdes.

Grupos N Peso corporal em g (dia 0) Peso corporal em g (final)
Controle 5 326,2 (£15,89) 348,2 (£7,32)
Hormonio 5 3054 (¥23,61) 318,8 (¥22,86) *
Leucina 5 312,0 (#9,89) 328,2 (x10,44)
Hormoénio + leucina 5 301,4 (£9,55) 318,4 (£12,66) *

Valores expressos em média + desvio padrio para, peso corporal inicial (dia 0) e peso corporal final (final); ¥*P<0,05 em relagdo ao

Grupo controle.

Na Tabela 2 estdao apresentados os valores
de média e desvio padrdo relativos ao peso do
coragdo.

Houve diferenca estatisticamente
significante no peso absoluto do coragdo, quando se
comparou o grupo H aos grupos HL
(14,11%p<0,05) e grupo C (18,13% p<0,05) com
maior peso encontrado no grupo horménio. Quanto
ao peso relativo do coragdo, houve diferenca

estatisticamente significante ao comparar o grupo H
ao grupo C (19,43%, p<0,05), com o maior peso
presente no grupo hormonio.

Houve diferenca estatisticamente
significante para o peso do ventriculo esquerdo na
comparacdo do grupo H aos grupos C (18,4%,
p<0,05) e HL (20,23%, p<0,05), com o grupo
hormonio apresentando o maior peso (Tabela 2).

Tabela 2. Peso do corag@o e do ventriculo esquerdo nos diversos grupos

Peso absoluto do

Peso relativo do Peso ventricular

Grupos ~ ~
coracio, g coracdo, mg/g esquerdo, g
Controle 5 1,201 (£0,10) 3,73 (x0,28) 0,632 (+0,05)
Hormonio 5 1467 (x0,08) * 4,66 (+0,56) * 0,775 (£0,07) *
Leucina 5 1,253 (¥0,10) ¥ 3,82 (+0,36) 1 0,668 (+0,06)
Hormonio + leucina 5 1,260 (x0,11) ¢ 3,95 (+0,22) 0,618 (£0,03)

Valores expressos em média + desvio padrao para, peso absoluto do coragdo, peso relativo do coragdo e peso do ventriculo esquerdo;
*P<0,05 em relacdo ao Grupo controle e 1P<0,05 em rela¢do ao Grupo hormédnio.

Na Tabela 3 observam-se os valores de
média e desvio padrdo referentes as concentragdes
séricas de TSH, CK-NAC e CK-MB.

Para a CK-NAC, foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes quando se
comparou o grupo H com o grupo HL (53,4%,
p<0,05), com o maior valor apresentado pelo grupo

H.  Observou-se  diferenga  estatisticamente
significante para a CK-MB quando foram
comparados os grupos L (46,43%, p<0,05) e HL
(46,90%, p<0,05) com o grupo C. As menores
concentracdes foram encontradas nos grupos L e
HL.

Tabela 3. Concentragdes séricas de TSH, CK-NAC e CK-MB

Grupos N TSH (ng/ml) CK-NAC (U/L) CK-MB (U/L)
Controle 5 1,45 (+0,35) 1510,80 (x482) 1005,75 (£314)
Hormonio 5 0,39 (x0,07) * 1682,26 (£796) 934,31 (£363)
Leucina 5 1,36 (£0,29) &7 788,28 (£180) 538,75 (£112) *
Hormoénio + Leucina 5 0,42 (+0,08) * 704,00 (£133) § 533,99 (+43) *

Valores expressos em média + desvio padrdo para horménio estimulador da tireoide (TSH), creatina quinase (CK-NAC) e creatina
quinase fracdo MB (CK-MB); *P<0,05 em relagdo ao Grupo controle; 7P<0,05 em relacéo ao Grupo hormoénio; £P<0,05 em relagio ao

Grupo hormonio e leucina.
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DISCUSSAO

O hormodnio estimulador da tireoide (TSH)
estimula a sintese e secrecio de T3 e T4, as
concentracdes séricas de TSH sa@o inferiores aos
valores normais em quase todos os pacientes com
hipertireoidismo (CORVILAIN et al. 2000). Este
fato foi registrado no presente estudo confirmando o
estado de hipertireoidismo dos animais que
receberam o T4. Os valores de TSH foram
significativamente menores nos grupos H (73,79%,
p<0,05) e HL (71,03%, p<0,05), quando
comparados ao grupo controle. Resultados
semelhantes foram descritos utilizando a mesma
metodologia por Fernandes et al. (2007) e
Guimaraes (2004).

No presente estudo, apdés 7 dias de
experimento, o peso absoluto do coracdo, no grupo
H apresentou um valor 14,11% maior que o grupo
HL e 18,13% maior que o grupo C, evidenciando
que o modelo aplicado foi eficiente em promover a
hipertrofia cardiaca em curto periodo de tempo.
Resultados semelhantes foram encontrados, também
em ratos, por Hu et al. (2003), que apds 7 dias de
exposicilo a uma dose de 100ug/100g/dia,
constataram um peso absoluto do coracdo 15,%
maior em relacio ao grupo controle.

Também foram observadas modificacdes no
peso corporal final dos animais, com valores
significativamente menores nos grupos H e HL.
Quanto ao peso relativo do coragdo, o grupo H
apresentou um valor 19,43% maior que o grupo C.
A tiroxina provoca adaptacdes morfoldgicas
podendo variar tanto o peso do coragdo, quanto o
peso corporal total. Estes fatos estio relacionados as
altas demandas metabdlicas  impostas  no
hipertireoidismo. Estudos utilizando calorimetria
indireta demonstraram que o gasto energético de
pacientes com  hipertireoidismo  encontra-se
significativamente elevado, e que a demanda
calérica extra, associada a tireotoxicose ¢
proveniente principalmente da maior oxidacdo de
lipidios. (NORRELUND, et al., 1999).

O peso do ventriculo esquerdo mostrou
aumento de 18,4% no grupo H quando comparado
ao grupo C, sugerindo que o modelo aplicado
provocou adaptacdes hipertroficas nesta cAmara. Hu
et al. (2003) também encontraram diferencas
significantes entre o peso ventricular esquerdo em
ratos em hipertireoidismo em relacdio ao grupo
controle, apds 7 dias de exposicdo a tiroxina.

Um achado importante do presente estudo é
a relacdo da leucina com a hipertrofia cardiaca
induzida pelo hipertireoidismo. Encontramos um
peso absoluto do coracdo significamente maior no
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grupo H quando comparado ao grupo HL (14,11%).
Também o peso do ventriculo esquerdo foi 20%
maior no grupo H quando comparado ao grupo HL.
Estes resultados indicam uma a¢do da leucina como
inibidor da hipertrofia cardiaca induzida pelo
hipertireoidismo experimental. As implicagdes
clinicas deste fato, aqui descrito pela primeira vez,
sao, no entanto, desconhecidas.

Possivelmente a leucina tenha acdo
inibitéria na atividade da PI3-K induzida pela
tiroxina (Figura 1), efeito este decorrente da
ativacdo da mTOR, que inibe a sinalizacdo da
tiroxina por fosforilacdio do receptor hormonal.
Entretanto, a leucina nio apresenta nenhum efeito
descrito na fosforilacdo da proteina quinase B (PKB
ou Akt), envolvidas na via da tiroxina.
Curiosamente, um efeito semelhante foi observado
relacionando a leucina, a ac¢do da insulina
(TREMBLAY et al., 2005; TORRES-LEAL et al.
2010). Mas a relag@o eventual com o mecanismo da
leucina é, no maximo, de natureza especulativa.

A creatina quinase estd presente no musculo
esquelético, cardiaco e tecido cerebral, conforme
descrito anteriormente e o aumento de sua
concentracdo sérica é um marcador de lesdo celular.
A CK-MB esta confinada quase que exclusivamente
no tecido cardiaco e concentracdes elevadas de CK-
MB sido de grande significado para diagnéstico de
dano no miocardio (HORDER et al. 1991).

Estudos realizados por Birk (1989)
mostraram que a administracdo cronica de grandes
quantidades de hormonios tiredideos parece
provocar mudancas no perfil das isoformas de
creatina quinase caracterizadas pela alteracdo das
concentracdes das isoenzimas CK-BB e CK-MM,
como resultado da a¢ao direta do hormdnio.

Observou-se no presente estudo que nao
houve mudancas estatisticamente significantes na
concentracdo sérica da CK-NAC e de sua fracéo
MB, comparando-se o grupo H com o grupo C.
Resultados semelhantes foram descritos por Prakash
et al. (2007) em pacientes com hipertireoidismo
clinico. Estes resultados parecem indicar que no
modelo experimental utilizado, o hormonio
tireoidiano administrado por sete dias, ndo altera as
concentracdes da creatina quinase e de sua fragdo
MB, provavelmente por ndo induzir danos teciduais
expressivos.

Outro achado importante se refere a
concentracdo sérica da creatina quinase nos grupos
suplementados com leucina. Observou-se que o0s
valores de CK-NAC foram mais elevadas no grupo
H quando comparados aos valores do grupo HL.
Quanto a CK-MB, observou-se que os grupos L e
HL apresentam concentracdes séricas mais baixas
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do que o grupo C sugerindo uma a¢do moduladora proteinas (CANEDO et al. 2010; KOBAYASHI et
da leucina. Esta acdo pode estar ligada a efeitos al. 2006; ESCOBAR et al. 2005).
anabdlicos ou anti-catabdlicos no metabolismo das

LEUCINA Feedback TIROXINA ——MmM8> ESTRESSE
Negativo l l
PI3K INTEGRINAS

mTOR ERK1/2
l INK / P38
S6K / 4E-BP1
l v
SINTESE PROTEICA Acdo | MORTE CELULAR |

Anti-Catahgdlica

Figura 1. Vias de sinalizagdo intracelular da leucina, tiroxina e estresse mecanico. Vias de sinalizagcdo
intracelular, (PI3K), fosfatidil-inositol 3 kinase; (PDKI1), phosphoinositide-dependent protein
kinase; (S6k), ribosomal protein S6 kinase; (4E-BP1), Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E-
Binding Protein 1; (mTOR), mammalian target of rapamycin; (AKT-PI3K), Fosfatidil-inositol 3
quinase; (MAPK), proteina quinase ativado por mitogenos; (ERK 1/2), quinase reguladora de sinais
extracelulares; Jun N-terminal kinase (JNK); (p38) mitogen-activated protein kinase (MAPK)
family members.

CONCLUSAO AGRADECIMENTOS
A Universidade Federal de Uberlandia
A leucina parece inibir a hipertrofia cardiaca (UFU), ao Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias
induzida no hipertireoidismo experimental, alem de da Sadde (PGCS-UFU), ao Instituto de Ciéncias
reduzir as concentracdes séricas de CK-NAC e CK- Biomédicas (ICBIM-UFU) e ao Laboratério Clinico
MB. do Hospital Veterindrio (UFU) pelo apoio técnico
cientifico.

ABSTRACT: Leucine is a regulator of protein metabolism in vivo, and there is little information regarding its
action on cardiac hypertrophy induced by experimental hyperthyroidism and its relationship to serum creatine kinase. The
study aimed to verify the effect of leucine in cardiac hypertrophy and serum creatine kinase in rats with hyperthyroidism.
We used 20 animals were divided into four groups and these control, hormone, hormone + leucine and leucine.
Hyperthyroidism was induced by administration of daily 20ug/100 grams of levothyroxine sodium in aqueous suspension
by gavage. Leucine was supplemented by adding 5% of the amino conventional diet. Blood was collected by cardiac
puncture and analyzes made in kit CK-NAC, CK-MB and TSH. At the end of the trial period of seven days the hearts were
removed and weighed. Subsequently, the left ventricle was separated together with the interventricular septum and
weighed. In statistical comparison was used analysis of variance (ANOVA) and two-way post-Tukey test, considering p
values <0.05. Serum concentrations of serum CK-MB were lower in leucine (p <0.05) and hormone + leucine (p <0.05)
compared to control. The hormone group, showed greater relative heart weight than the control group (p <0.05) and
absolute heart weight greater than hormone + leucine (p <0.05). In conclusion, leucine appears to reduce cardiac
hypertrophy and serum concentration of creatine kinase by unknown mechanisms.

KEYWORDS: Creatine kinase; Hyperthyroidism; Leucine; Infarction; Wistar.
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