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RESUMO

Objetivo

Sabendo-se que trés dias apds a desnervacao a musculatura esquelética apresenta
reducdo na atividade contrétil e na efetividade das vias metabdlicas, a proposta
deste estudo foi investigar se a suplementacdo com o complexo creatina/
glutamina/taurina, ou com clembuterol, modifica a intensidade dos eventos
deflagrados pds-desnervacao, nos musculos séleo, gastrocnémio branco e
gastrocnémio vermelho.

Métodos

Ratos machos Wistar foram divididos em 3 grupos (n=6): Desnervado; Desnervado
tratado com creatina/glutamina/taurina; e Desnervado tratado com clembuterol,
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diariamente por 3 dias. Avaliariam-se as reservas de glicogénio, o peso do séleo,
a glicemia e a lactatemia.

Resultados

Os musculos desnervados apresentaram reducao nas reservas de glicogénio: de
48,0% no musculo soéleo, de 31,0% no gastrocnémio branco e de 31,0% no
gastrocnémio vermelho. O tratamento com creatina/glutamina/taurina promoveu
aumento nas reservas de glicogénio dos musculos normais (de 9,0% no séleo,
14,0% no gastrocnémio branco e 10,0% no gastrocnémio vermelho) e, de forma
mais relevante, nos musculos desnervados (23,0% no séleo, 25,0% no
gastrocnémio branco e 18,0% no gastrocnémio vermelho). O clembuterol também
promoveu elevacao nas reservas de glicogénio, tanto nos musculos normais (15,0%
no séleo, 48,0% no gastrocnémio branco e 28,0% no gastrocnémio vermelho),
quanto nos desnervados (53,0% no soéleo, 55,0% gastrocnémio branco e 45,0%
no gastrocnémio vermelho). O peso muscular do séleo reduziu-se em 3,4% devido
a desnervacao. Na presenca do clembuterol, o peso do musculo séleo normal
aumentou 13,8% e o desnervado somente 4,4%; porém, com o complexo
creatina/glutamina/taurina nao houve diferenca. Quanto as concentragoes
plasmaticas de glicose e lactato se mantiveram em niveis normais.

Conclusao

As condicbes energéticas dos musculos esqueléticos suplementados foram
melhores dos que os nao tratados, destacando o clembuterol, o qual mostrou-se
efetivo na manutencdo da musculatura sob condicdo aguda de desnervacao.

Termos de indexacdo: musculo esquelético, clembuterol, creatina, glutamina,
taurina.

ABSTRACT

Objective

Considering that three days after denervation the skeletal muscles show reduction
in contractile activity and in metabolic ways effectivity, the purpose of this study
was to investigate if treatments with creatine/glutamine/taurine or clenbuterol
supplements, would change the intensity of events occurred after denervation,
in the following muscles: soleus, white gastrocnemius and red gastrocnemius.

Methods

Male Wistar mice were divided in 3 groups (n=6): Denervated,; Denervated treated
with creatine/glutamine/taurine; and Denervated treated with clenbuterol, all for
3 days, daily. Glycogen stores, soleus weight, glycaemia and plasmatic lactic acid
were evaluated.

Results

The denervated muscles showed glycogen stores reduction of 48.0% in soleus,
31.0% in white gastrocnemius and 31.0% in glycogen stores. The treatment
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with creatine/glutamine/taurine promoted increase in normal muscles’s glycogen
stores (9.0% in soleus, 14.0% in white gastrocnemius and 10.0% in red
gastrocnemius) and more relevant in denervated muscles (23.0% S, 25.0% in
white gastrocnemius and 18.0% in red gastrocnemius). The clenbuterol also
promoted increase in glycogen stores as much in normal muscles (15.0% in
soleus, 48.0% in white gastrocnemius and 28.0% in red gastrocnemius) as
denervated muscles (53.0% soleus, 55.0% white gastrocnemius and 45.0% in
red gastrocnemius). The soleus muscular weight decreased in 3.4% due to
denervation. In the presence of clenbuterol, the normal weight of soleus increased
1.8%, while the denervated soleus weight increased only 4.4 %, however, muscles
treated with creatine/glutamine/taurine presented no difference. The glucose
and lactate plasmatic concentrations remained in normal levels.

Conclusion

Energetic conditions of the supplemented muscles were better than those of
untreated muscles; pointing out the clenbuterol that showed to be efficient in
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muscle maintenance during a denervation acute condition.

Index terms: muscle, skeletal, clenbuterol, creatine, glutamine, taurine.

INTRODUCAO

A desnervacdo, modelo de resisténcia a
insulina, se caracteriza por diminuicdo da habilidade
do horménio em estimular a captacao da glicose, a
sintese de glicogénio, e o transporte de aminoéacidos
através da membrana plasmatica’, além da reducao
da expressao do RNAm dos transportadores de
glicose, GLUT1 e GLUT42. Alguns trabalhos mostraram
gue esses efeitos ja podem ser observados trés horas
apos a seccao do nervo e gue a partir do terceiro dia
pos-desnervacdo ha reducdo de 80% na sensibilidade
ainsulina®*,

Segundo Turinsky et al.* a enzima Aktl-kinase
medeia a captacao da glicose estimulada pela insulina
através da translocacdo do GLUT4 para a membrana
plasmatica; e que, apos trés dias de desnervacdo do
musculo séleo, a atividade dessa enzima é reduzida em
86%, engquanto que o transporte da glicose estimulado
pela insulina é reduzido em 60%. Assim, ressaltam
a importancia da enzima no transporte da glicose e
na sintese de glicogénio em tecidos insulino-sensiveis.

De acordo com Bassit et al.> a glutamina é o
aminoacido mais abundante nos musculos; ela atua

no sistema imunolégico, além de auxiliar no processo
de regeneracao da fibra muscular, podendo auxiliar
em estados cronicos desenvolvidos frente a patologias
ou lesdes teciduais quando suplementada. Para
alguns nutricionistas, a glutamina nao é considerada
como “ndo essencial”, devido a sua grande impor-
tancia tanto para a sintese dos demais aminoacidos
guanto para a manutencdo da homeostase de varios
tecidos durante estados catabélicos®.

A creatina é uma substancia encontrada
principalmente no tecido muscular formada por trés
aminoacidos - arginina, glicina e metionina - e constitui
uma fonte de energia quimica para a contracdo mus-
cular, sendo elemento fundamental para a ressintese
imediata do ATP’. Robinson et al.® atribuiram a
suplementacao com creatina 0 aumento nas reservas
de glicogénio pelo fato dela induzir o aumento do
volume celular. Apesar dessas observacdes, os
estudos ainda se contrapdem guanto ao seu efeito
no aumento da massa muscular.

Por outro lado, a taurina é um aminoéacido
condicionalmente essencial, ndo incorporado as
proteinas, encontrado livre nos tecidos. Sua producao
ocorre no figado e estudos tém demonstrado que este
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aminoacido mimetiza a acdo da insulina, estimulando
a absorcao de glicose para as células, fato sugestivo
que possa estimular a formacao de glicogénio®.

Atrofia induzida por desnervacdo tem sido
usada como um modelo para se estudar o processo
de desgaste muscular. O clembuterol é um de uma
série dos agonistas B,-adrenérgicos que exibe um
anabolismo muscular especifico e efetivamente um
aumento protéico em ambos musculos normal e
lesado'™. Porém, segundo Sneddon et al.'" esse
mecanismo ainda é desconhecido.

No estudo de Fitton et al.’? foi demonstrado
que o clembuterol tem um efeito protetor no musculo
desnervado antes da sua reinervacao, reduzindo a
perda de proteinas e a atrofia das fibras musculares
e, em parte, preservando a performance contratil.
Em ratos, doses terapéuticas (10pg/kg peso) blo-
gueiam parcialmente a atrofia muscular associada
com a desnervacao sem demonstrar efeitos nos
musculos inervados'®, além de ndo mostrar efeitos
anabdlicos no coracao, fato importante pelo érgéo
apresentar adrenoceptores 3,'.

Sabendo-se que trés dias apds a desnervacao
ha comprometimento tanto na atividade contratil
guanto nas vias metabdlicas do musculo esquelético,
0 objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do CGT
(creatina/glutamina/taurina) e do clembuterol sobre
o perfil quimio-metabolico dos musculos séleo, porcao
branca e porcdo vermelha do gastrocnémio apés 3
dias de desnervacao e verificar se os tratamentos
interferem na intensidade dos eventos deflagrados
pds-desnervacao.

MATERIALE METODOS

Foram utilizados ratos machos, albinos, Wistar
com idade variando de 3 a 4 meses fornecidos pelo
Biotério da Universidade Metodista de Piracicaba,
tratados com racao e dgua ad libitum, submetidos a
ciclo fotoperiédico de 12h claro e 12h escuro.

Os animais foram divididos em trés grupos
(n=6): desnervado, desnervado tratado com CGT e
desnervado tratado com clembuterol, sendo a pata
contralateral usada como controle.

Para a desnervacgao os ratos foram aneste-
siados com pentobarbital sédico, (Hypnol, Cristalia,
SP), na concentracdo de 40mg/kg de peso corporal,
sendo tricotomizados na porcao posterior das coxas
por onde uma porcao de 0,5mm do nervo ciatico foi
seccionada e retirada, segundo o modelo utilizado
por Coderre et al.?. Esta condicdo se manteve durante
3 dias para 0s grupos.

O CGT (1g/kg peso) foi administrado pela via
oral, diluido e disponivel ad libitum na dgua para
beber e o clembuterol (10pg/kg peso) pela via
subcutanea. Os tratamentos se iniciaram logo apos
a desnervacdo, mantidos diariamente por 3 dias.

Apds o procedimento experimental, os
animais foram sacrificados. O sangue coletado foi
centrifugado por 10 minutos a 2500 rpm e o plasma
separado. Os musculos séleo e gastrocnémio branco
e vermelho foram cuidadosamente isolados, retirados
e encaminhados para a avaliacdo do conteldo de
glicogénio e o soleo para avaliacdo do peso.

Para determinacdo do contetido de glicogénio
muscular foi utilizado o método do fenol sulfurico,
segundo Siu et al.’®, no qual as amostras dos
musculos foram digeridas em KOH 30% a quente e
o glicogénio precipitado a partir da passagem por
etanol. Entre uma fase e outra da precipitacao, as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante
15 minutos e o glicogénio precipitado foi submetido
a hidrolise acida na presenca de fenol. Os valores
foram expressos em mg/100mg de peso Umido.

Para determinar a glicemia e a lactatemia
foram utilizados kits de uso laboratorial. A andlise
estatistica dos dados foi feita através da andlise de
variancia, seguida do teste de Tukey, com nivel critico
de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Inicialmente, foi avaliado o efeito da desner-
vagdo sobre o contetdo muscular de glicogénio,
observando-se reducao significativa de 48% no séleo
(S) (Controle (C): 0,33+£0,02 (médiaxepm) e
Desnervado (D): 0,17+0,02mg/100mg), 31% na
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porcao branca do gastrocnémio (GB) (C: 0,29+0,02
e D: 0,20+0,01) e 31% na porcao vermelha do
gastrocnémio (GV) (C: 0,32+0,02 e D: 0,22+0,01),
caracterizando a inter-relacdo entre a homeostasia
da juncao neuromuscular e o controle no metabo-
lismo muscular dos carboidratos (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) do musculo
séleo dos grupos Controle (C), Desnervado (D), Controle
+ CGT (C+CQ@T), Desnervado + CGT (D+CGT), Controle +
Clembuterol (C+Cle), Desnervado + Clembuterol (D+Cle). Os
valores correspondem & média + epm, n=6. *'p<0,05
comparado ao desnervado, #p<0,05 comparado ao controle.
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Figura 2. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) do musculo gastro-
cnémio branco dos grupos Controle (C), Desnervado (D),
Controle + CGT (C+CGT), Desnervado + CGT (D+CGT),
Controle + Clembuterol (C+Cle), Desnervado + Clembuterol
(D+Cle). Os valores correspondem a média + epm, n=6.
#)p<0,05 comparado ao desnervado, ¥p<0,05 comparado
ao controle.
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Figura 3. Concentracao de glicogénio (mg/100mg) do musculo
gastrocnémio vermelho dos grupos Controle (C),
Desnervado (D), Controle + CGT (C+CGT), Desnervado +
CGT (D+CGT), Controle + Clembuterol (C+Cle), Desnervado
+ Clembuterol (D+Cle). Os valores correspondem a
média + epm, n=6. “/p<0,05 comparado ao desnervado,
#<0,05 comparado ao controle.

Para determinar a acdo metabdlica do
complexo CGT, primeiramente ele foi administrado
na musculatura esquelética normal e ap6s, avaliado
o contetdo de glicogénio. Neste contexto, foi
observado gque o suplemento promoveu um aumento
de 9% no contetdo de glicogénio do S (C: 0,33+0,02
e CGT: 0,36+0,02), 14% no GB (C: 0,29+0,02 e
CGT: 0,33+0,008) e 10% no GV (C: 0,32+0,02 e
CGT: 0,35+0,02), porém sem diferenca estatistica.

No que tange a musculatura desnervada, o
CGT promoveu maior efeito nas reservas de
glicogénio do que na musculatura normal, havendo
aumento de 23% no S (D: 0,17+0,02 e D+CGT:
0,21+0,01), 25% no GB (D: 0,20+0,01 e D+CGT:
0,25+0,02) e 18% no GV (D: 0,22+0,01 e D+CGT:
0,26+0,08), comparadas ao grupo desnervado sem
tratamento, porém esse aumento foi diferente
estatisticamente no GV (Figuras 1, 2 e 3).

Em relacdo ao clembuterol (Cle), este
também promoveu elevacao no conteddo de
glicogénio na musculatura normal, sendo 15% no S
(C: 0,33£0,02 e Cle: 0,38+0,01), 48% no GB (C:
0,29+0,02 Cle: 0,43+0,02) e 28% no GV (C:
0,32+0,02 e Cle: 0,41+0,03), com diferenca estatis-
tica somente no GB. Na musculatura desnervada, o
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aumento das reservas foi mais relevante, sendo 53%
no S (D: 0,17+0,02 e Cle: 0,26+0,03), 55% no GB
(D: 0,20+0,01 e Cle: 0,31+0,02) e 45% no GV (D:
0,22+0,01 e Cle: 0,32+0,02), sendo estatisticamente
diferente nos dois Ultimos musculos (Figuras 1,2 e 3).

Em relacdo a massa muscular do séleo (Figura
4), foi observada uma reducdo de 3,4% (C: 143,5+8
(médiatepm) e D: 138+8mg) em decorréncia da
desnervacao, possivelmente devido a protedlise
desenvolvida pés-desnervacao. Por outro lado, na
presenca do clembuterol o peso do séleo normal
aumentou 13,8% (C: 143,548 e Cle: 163,3+4),
enquanto no desnervado observou-se aumento de
somente 4,4% (D: 138+8 e D+Cle: 144,1+7), ndo
sendo diferente estatisticamente. Cabe destacar que
o tratamento com o CGT nao promoveu alteracao
no peso muscular.

180 7
1 T
160
] 1 I
o 140 7 L L
8 ] T
K 120 -
o) .
\E/ 100 ]
5 80 -
> 4
2
> 60
IS J
e} i
é 40 ]
20
0 T T T T T T
C D C+CGT D+CGT  C+Cle D+Cle

Grupos Experimentais

Figura 4. Peso do séleo (mg) dos grupos Controle (C), Desnervado
(D), Controle + CGT (C+CGT), Desnervado + CGT
(D+CGT), Controle + Clembuterol (C+Cle), Desnervado +
Clembuterol (D+Cle). Os valores correspondem a média
+ epm, n=6. “p<0,05 comparado ao desnervado,
Mp<0,05 comparado ao controle.

Quanto as concentracbes plasmaticas de
glicose, estas se mantiveram dentro da normalidade
em todas as condicdes avaliadas, sendo 72+2,4mg/dL
(médiaxepm) no grupo desnervado, 94,8+1,2mg/dL
no desnervado tratado com CGT e 83,1+3,4mg/dL
no tratado com clembuterol. As concentracoes
plasmaticas de lactato também se mantiveram em

niveis normais, sendo de 3,4+0,18mmol/L no grupo
desnervado, de 2,3+0,07 para o desnervado tratado
com CGT ede 3,6+0,29 para o tratado com clembuterol.

DISCUSSAO

O perfil de regulacao metabdlica da
musculatura esquelética é determinado de forma
multifatorial e diretamente relacionada a acdo da
insulina, a atividade metabodlica tecidual e a atividade
contratil’™. Nos musculos em repouso, a insulina
promove a translocacdo de transportadores de
glicose tipo 4 (GLUT4), desde os reservatérios tubulos-
-vesiculares citosélicos, paraa membrana, favorecendo
a elevacao na captacao de glicose e 0s processos de
formacao de glicogénio’®.

Tendo em vista que o musculo tem menor
guantidade de glicogénio por unidade de massa de
tecido, mas, considerando-se que a massa do
musculo é muito maior do que a do figado, o
conteudo de glicogénio total do musculo é expressivo:
cerca de duas vezes maior que o do figado; assim, suas
reservas tornam-se expressivas para a homeostase
da dinamica funcional da musculatura esquelética.

Inicialmente, avaliou-se o reservatorio
muscular de glicogénio de musculos normais
suplementados; observou-se, na presenca do CGT e
do clembuterol, uma elevacao do conteldo de
glicogénio, sendo esta mais relevante na presenca
do clembuterol. Sequndo Canu et al."’, esta acao
esta ligada as propriedades glicogénicas e anabdlicas
moderadas que o agonista adrenérgico exerce no
musculo esquelético.

A desnervacao, segundo Fitton et al."?, é
conseqliéncia de lesdao do nervo periférico e se
caracteriza por atrofia muscular com aumento do
tecido conjuntivo. Concomitante a seccao da
inervacdo motora ocorrem expressivas modificacdes
funcionais e metabdlicas, predispondo as fibras
musculares a atrofia’®.

Ao avaliar as alteracoes produzidas pela
desnervacdo, tanto no musculo S,quanto no GB e
no GV, observou-se uma significativa reducdo no
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conteudo de glicogénio (Figuras 1, 2 e 3), mostrando
gue as relacdes morfo-funcionais entre a placa motora
e as vias metabolicas foram comprometidas. Este
fato corrobora a afirmacédo de Jones et al."®, de que,
concomitante a seccao da inervacado motora, ocorre
reducdo na atividade dos sistemas pds-receptores da
insulina, comprometendo a captacao, o metabolismo
da glicose e a sensibilidade a insulina, deflagrando-
-se 0 quadro de resisténcia, sequindo-se a atrofia.

Forti et al?° observaram, além da reducéo
do peso muscular do séleo, reducdo da sintese de
glicogénio nos musculos séleo, gastrocnémio branco
e gastrocnémio vermelho apos a seccdo do nervo
ciatico. Lin et al?" observaram ainda uma reducao
da atividade da glicogénio sintetase em média de
65%, apds 24 horas de desnervacao.

Frente ao perfil metabdlico dos musculos
soleo e gastrocnémio desnervados, foi avaliada a
acao do clembuterol e do CGT sob os reservatoérios
de glicogénio. A suplementacao com CGT promoveu
aumento nas reservas de glicogénio, mesmo estando
0 musculo desnervado. Isto ocorreu, devido a maior
disponibilidade plasmatica de substratos
metabolizaveis, tais como a creatina e aminoacidos
como a taurina e a glutamina, que atuam, quer seja
elevando a atividade da enzima glicogénio sintetase
e favorecendo a formacao destes reservatérios de
glicogénio, quer seja melhorando a acdo de vias
metabolicas que tenham sido menos afetadas pela
desnervacao®.

Varnier et al.*® avaliaram a infusao de
glutamina apds atividades de longa duracédo e
verificaram que, concomitante a elevacao na
disponibilidade deste aminoéacido, ocorre aumento
na sintese de glicogénio, reiterando uma elevacdo
adicional na atividade da enzima glicogénio
sintetase. Neste sentido, foi observado in vitro que
células musculares mantidas na presenca de
concentragdes supra-fisioldgicas do aminoacido,
apresentavam elevacdo no contetido de glicogénio;
este fato sugere ativacdo das vias de sintese de
glicogénio, tal como observado no tecido hepatico
por Bowtell et al.?*. No entanto, persiste a duvida
guanto a essa ativacao; pois, pode ter ocorrido uma

conversao metabolica de glutamina em glicose e, a
partir dai, seu direcionamento aos reservatérios.

Segundo Deutsch et al.?®, os agonistas
ligantes a adrenoceptores do tipo [ sdo extremamente
importantes engquanto recurso para contrapor a atrofia,
devido a sua seguranca e as suas propriedades ana-
bdlicas; entretanto, tanto as vias sinalizadoras, quanto
0s mecanismos pelos quais o agente B adrenérgico
induz anabolismo, ainda ndo sao totalmente conhecidos.

O clembuterol ¢ utilizado em varias situacoes
clinicas: em pacientes acamados por longo periodo
e que nao toleram exercicios a curto prazo,
imobilizacdo de membros, distrofias musculares,
desnervacdo, apos cirurgias e durante reabilitacoes
ortopédicas'>?®,

No tratamento com o clembuterol, o aumen-
to das reservas de glicogénio pode ser explicado pelo
fato da substancia promover o aumento da captacdo
tecidual de glicose, possivelmente por otimizar a acao
dainsulina, como sugerem Pan et al.?’. Estes obtiveram
evidéncias de que, nos musculos de contracdo lenta,
ha um pool de proteinas transportadoras tipo GLUT
4, cuja populacao inserida na membrana é afetada,
tanto pelo clembuterol, quanto pelo exercicio. Estas
condicdes aumentam a translocacdo das proteinas
de reservatorios citosoélicos em direcdo a membrana,
favorecendo a dindmica de absorcao da hexose.

Segundo Hunt et al.%®, a possibilidade do
aumento da sensibilidade da insulina no musculo
esquelético apds tratamento crénico com clembu-
terol, talvez ocorra devido a reduzida influéncia da
epinefrina sobre a acdo da insulina como um resultado
de down-regulation dos receptores B-adrenérgicos,
sendo que em seu estudo a efetividade da epinefrina
em inibir a captacdo de glicose estimulada pela
insulina foi severamente diminuida em musculos de
ratos tratados com clembuterol. Este estudo ainda
relatou que a diminuicdo na captacao da glicose, a
reducao nas reservas de glicogénio e a inibicdo a
atividade da PI3-K estimulada pela epinefrina foram
antagonizadas pelo clembuterol.

Quanto ao peso muscular do séleo, este foi
alterado somente na presenca do clembuterol,

Rev. Ciénc. Méd., Campinas, 13(4):327-335, out./dez., 2004



334 K. M. CANCELLIERO et al.

condicdo que pode ser apontada como de respon-
sabilidade de suas acbes anabdlicas, por reduzir a
perda de proteinas e a atrofia das fibras musculares?.

Verificou-se ainda que o tratamento nao
induziu modificacdes na concentracdo plasmatica de
lactato e nem alteracoes glicémicas, mantendo-se
em niveis normais, preservando assim a estabilidade
de parametros importantes para a homeostasia dos
sistemas.

CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos, pode-se concluir
que as alteracbes metabodlicas geradas pela
desnervacao foram reduzidas, destacando o
clembuterol, o qual mostrou maior efeito na
musculatura esquelética sob condicdo aguda de
desnervacao.
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