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Epigrafe

"Para se chegar a verdade,
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Resumo

Pesquisas recentes avancam no entendimento dos mecanismos celulares e moleculares
gue fundamentam os processos de hipertrofia e atrofia muscular. Tal fato pode
contribuir para desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes para atenuar ou até
mesmo bloquear a perda do tecido muscular associada ao envelhecimento normal e a
condicOes patologicas. Neste contexto, fatores miogénicos, que controlam a atividade
das células satélites, tém sido estudados para melhor elucidar os eventos envolvidos na
recuperacdo da massa muscular. Dentre eles, destacam-se os Fatores de Regulacao
Miogénica (MRFs), os quais tém sido descritos como potenciais mediadores do
crescimento muscular. Assim, o0s objetivos do presente trabalho serdo avaliar as
adaptacbes morfofuncionais e a expressao génica dos MRFs (MyoD e Miogenina) em
musculo esquelético (séleo) submetido a estimulo atréfico seguido de treinamento
fisico. Foram utilizados 64 rat®istar machos (80 dias, 250 a 300 g), divididos em 8
grupos (n=8): C: Animais controle 12 semana; |: Animais imobilizados 12 semana; C3:
Animais controles 3 dias; R3: Animais imobilizados e recuperados por 3 dias; T3:
Animais imobilizados e submetidos a exercicio por 3 dias; C7: Animais controles 7
dias; R7: Animais imobilizados e subsequentemente recuperados por 7 dias; T7:
Animais imobilizados e subsequentemente submetidos a exercicio por 7 dias.
Inicialmente, os animais dos grupos I, R3, R7, T3 e T7, foram submetidos a um periodo
de 7 dias de imobilizagdo do membro traseiro. A atrofia muscular foi confirmada apds
uma comparacao estatistica direta dos valores da area de secc¢éao transversal (AST) das
fibras dos musculos estudados nos animais dos grupos | e C, sacrificados imediatamente
apos o periodo de imobilizagdo. Em seguida, os grupos T3, T7, foram submetidos a um
programa de recuperacdo muscular com exercicio aerébio (natacéo) no periodo de 7 e
14 dias respectivamente. Os grupos C, C3 e C7 foram mantidos sem qualquer estimulo
atréfico e ndo foram submetidos ao exercicio. Ao término do experimento 0s animais
foram sacrificados e 0 musculo séleo removido. A avaliacdo quantitativa da expressao
génica da MyoD e Miogenina foi realizada por Reagdo em Cadeia da Polimerase apos
Transcricdo Reversa em Tempo Real (RT-gPCR). A deteccdo das proteinas MyoD,
Miogenina e Pax-7, com contagem dos nucleos marcados, foram analisadas por

Imunofluorescéncia. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica.
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Abstract

Recent research advances in understanding the cellular and molecular mechanisms that
underlie the processes of hypertrophy and atrophy. This may contribute to development
of effective therapeutic strategies to attenuate or block the loss of muscle tissue
associated with aging and pathological conditions. In this context, myogenic factors that
control the activity of satellite cells have been studied to better understand the events
involved in the recovery of muscle mass. Among them, we highlight the Myogenic
Regulatory Factors (MRFs), which have been described as potential mediators of
muscle growth. The objectives of this study evaluated the morphofunctional adaptations
and gene expression of MRFs (MyoD and myogenin) in skeletal muscle (soleus)
subjected to an atrophic stimulus followed by physical training. It was used 64 male
Wistar rats (80 days, 250 to 300 g), divided into 8 groups (n = 8): C: control animals a
week, I: Animals immobilized a week, C3: control animals 3 days; R3: Animals
immobilized and recovered for 3 days, T3: Animals immobilized and submitted to
exercise for 3 days; C7: Animals controls 7 days; R7: Animals immobilized and
subsequently recovered by 7 days, T7: Animals immobilized and subsequently
subjected to exercise for 7 days. Initially, the animals in groups I, R3, R7, T3 and T7,
were submitted to 7 days of immobilization of the hind limb. Muscle atrophy was
confirmed after a direct statistical comparison of the values of cross-sectional area
(CSA) of muscle fibers studied in animals in groups | and C, sacrificed immediately
after the immobilization period. Then, the groups T3 and T7 were submitted a
rehabilitation program with muscle aerobic exercise (swimming) for 3 and 7 days
respectively. The groups C, C3 and C7 were kept without stimulus atrophic and were
not subjected to exercise. At the end of the experiment, the animals were sacrified and
the soleus muscle removed. The quantitative analysis of gene expression of MyoD and
myogenin were performed by Real-Time Polymerase Chain Reaction after Reverse
Transcription (RT-gPCR). The detection of the proteins MyoD, myogenin and Pax-7,
with counting of labeled nuclei were analyzed by immunofluorescence. The data were

analyzed statistically.
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1. INTRODUCAO

O musculo estriado esquelético é um tecido complexo, versatil e heterogéneo,
constituido por células multinucleadas especializadas, as fibras musculares. As
caracteristicas genéticas, morfofisioldgicas e bioquimicas distintas dos diferentes tipos
de fibras musculares conferem ao tecido muscular uma ampla diversidade estrutural,
metabdlica e funcional (Schiaffino e Reggiani, 1994; Pette e Staron, 2000).

As fibras musculares sdo constituidas por estruturas repetidas, os sarcomeros,
unidade contrétil fundamental da fibra muscular. Cada sarcomero é formado por varias
proteinas, as proteinas contrateis miosina (filamento grosso) e actina (filamento fino),
além das proteinas estruturais, responsaveis pela organizagéo e integridade funcional do
sarcomero. A contragcdo muscular ocorre por meio da interacéo entre os filamentos finos
(actina) e os filamentos grossos (porcdo globular da molécula de miosina) do sarcémero
(Huxley, 1971), apés a hidrdlise do ATP, pela miosina ATPase (mATPase) (lstwey
al., 1969).

Segundo Talmadge e Roy (1993), a velocidade de contragdo de um musculo é
diretamente proporcional a atividade da mATPase, na porgéo globular da miosina. Este
evento foi demonstrado em analises de fibras isoladas, que revelaram uma alta
correlagédo entre o tipo de fibra, baseado na atividade da mATPase, com a especificidade
da cadeia pesada da miosina, do inglés myosin heavy chain (MHC) (Barany, 1967; Pette
e Staron, 2000). Neste contexto, Pette e Staron (2001), utilizando-se da reacao
histoquimica para a ATPase miofibrilar, da Imunohistoquimica utilizando anticorpos
especificos para isoformas da cadeia pesada da miosina (MHC) e da eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE), classificaram os tipos de fibras musculares em fibras
de contracédo lenta (slow fibers): tipo I, expressando MHCI e fibras de contracdo rapida

(fast fibers): tipo Il, subdivididas em tipo IIA (MHCIla), tipo 1ID (MHCIId) e tipo 1B
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(MHCIIb). Os autores classificaram estas fibras como puras, uma vez que expressavam
uma unica isoforma de MHC.

Além das fibras puras, existem as fibras “hibridas”, que expressam duas ou
mais isoformas de MHC. Estas fibras foram classificadas em Tipo IC (MHCI >
MHClla), tipo IIC (MHClla > MHCI ), tipo IIAD (MHClla > MHCIId), tipo IIDA
(MHCIId > MHCIla), tipo IIDB (MHCIId > MHCIIb) e tipo IIBD (MHCllb >
MHCIId) (Pette e Staron, 2000; Pette e Staron, 2001). Deste modo, assume-se uma
organizacdo sequencial das fibras puras, as quais sdo intermediadas por fibras hibridas
(I - IC < IIC < lIA < IIAD < 1ID < IIDB < [IB) (Pette e Staron, 2000).

O musculo esquelético é um tecido altamente plastico. Em resposta a estimulos
que modifiqguem a atividade contratil (exercicio aerdbio, estimulacdo elétrica,
desnervacdo e envelhecimento), a carga no musculo (exercicio resistido e
microgravidade) e o fornecimento de substrato (intervencé&o nutricional) (Pette e Staron,
2000; Magauddeet al, 2004), o musculo é capaz de alterar suas caracteristicas
morfologicas, estruturais e fenotipicas para suprir as demandas metabdlicas e
funcionais. Uma das principais caracteristicas da plasticidade muscular € a regulacéo
intrinseca da transcricdo de genes envolvidos com a sintese protéica (promovendo um
aumento da massa muscular) ou com a degradagdo protéica (promovendo a atrofia
muscular) (Matsakas et.aR005; Baaket al, 2006).

Estudos demonstram que situagcbes de desuso decorrente de modelos
experimentais (imobilizacdo, suspensdo do membro posterior, desnervagao, repouso no
leito e tenotomia) ou processos fisioldgicos (envelhecimento) e patologicos (cancer,
doencas neuromusculares, insuficiéncia respiratéria e sepsia) podem conduzir a severa
perda da massa muscular (Machida e Booth, 20Bd). outro lado, tem sido

demonstrado que alguns programas de treinamento podem modular o grau de sintese e
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degradacdo das proteinas miofibrilares e, potencialmente, promover a recuperagdo da
massa muscular (Campos et 2002; Kadi et aJ 2000).

Estes treinamentos podeagerar sobrecarga progressiva no tecido muscular e,
potencialmente, promover microlesdes nas fibras musculares, comumente denominadas
miotrauma adaptativo (MA). O MA tem sido descrito como um fator essencial para
iniciar o processo de hipertrofia muscular, por meio da ativagdo das células satélites
(CS). As CS sao precursores miogénicos indiferenciados que contribuem para o
crescimento muscular pés-natal, para a regeneracao das fibras musculares danificadas e
manutencdo do musculo esquelético adulto (Bischoff, 1994; Hawke e Garry, 2001;
Chargé e Rudnicki, 2004).

Neste sentido, o treinamento resistido tem sido divulgado como um potente
estimulo, capaz de promover a hipertrofia, for¢ca e poténcia muscular, além de induzir a
modulacao dos tipos de fibras e das isoformas de MHC do tipo MHCIIb para MHClla
(Camposet al, 2002; Bickelet al, 2005). Por outro lado, o treinamento aerébio conduz
a pequenas mudancas na massa muscular, entretanto, promove o aumento do nimero de
mitocondrias, da atividade das enzimas do metabolismo oxidativo (Hawley, 2002) e da
captacdo de oxigénio em exercicio submaximo (Trappe, &08I6).

Embora estas adaptagfes musculares ao exercicio fisico estejam bem descritas,
0S mecanismos intracelulares envolvidos com estes ajustes e/ou adaptacbes em resposta
ao exercicio ndo estdo bem esclarecidos. A magnitude e especificidade das mudancas no
perfil fenotipico muscular aos diversos modelos e protocolos de exercicio/treinamento
fisico, sdo dependentes de alteragcbes na expressdo de genes musculo-especificos,
controlados pela ativacdo e/ou repressdo das vias intracelulares envolvidas com a

ativacao de fatores transcricionais que levam a expressao de genes musculares.
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Dentre os fatores transcricionais, destacam-se os fatores de regulagcéo
miogénica (MRFs), proteinas que pertencem a familia dos fatores transcrici@sais “
helix-loop-heliX (BHLH), da qual fazem parte a MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4
(Seale e Rudnicki, 2000). Essas proteinas contém um dominio altamente conservado
necessario para a ligagcdo com proteinas E, como E12 e E47. Os MRF-proteina E ligam-
se a sequéncias de DNA (5"-CANNTG-3"), conhecidas débwx presentes na regiao
promotora de varios genes musculo-especificos (Metreal, 1989), levando a
expressao dos mesmos (Davis et H990).

No contexto do exercicio fisico, varios estudos relatam alteragdes na expressao
dos MRFs apontando estas proteinas como importantes mediadoras da hipertrofia e
metabolismo musculares (Mozdziagk al, 1998; Goldspink, 1999; Lowe e Alway,
1999; Hameedet al, 2003). Em adicdo, Psilandet al (2003) demonstraram no
musculo vasto lateral de humanos, que uma Unica série de exercicio de resisténcia
aumenta a expressao da MyoD e miogenina.

Durante o processo da miogénese, os MRFs contromaagdo, proliferacao
e diferenciacdo de células da linhagem miogémisatases de ativagéo e proliferacédo
das CS séao caracterizadas pela alta expressdao de MyoD e Myf5, enquanto na
diferenciagdo ocorre um aumento na expresséo de Miogenina e MRF4 (Znainit
2006). Juntos, os MRFs sao comumente utilizados como marcadores das fases de
proliferagcéo e diferenciagdo das CS durante o processo de hipertrofia muscular.

Como as CS estdo diretamente envolvidas com a manutengcdo da massa
muscular e sao influenciadas pelos MRFs, a hipétese do nosso estudo € que as respostas
morfolégicas que ocorrem no musculo esquelético de ratos submetidos ao treinamento

fisico, ap0s estimulo atréfico estdo associadas com alteracdes na expressdo dos MRFs.
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2. OBJETIVO
Avaliar as adaptacdes morfofuncionais e a expresséo génica dos MRFs (MyoD
e Miogenina), em musculo esquelético de ratos submetidos a treinamento fisico apos

estimulo atroéfico.

3. METODOLOGIA
3.1. Animais e Protocolo Experimental

Esse estudo foi realizado no Laboratério de Biologia do Musculo Estriado do
Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias (IB), UNESP. Foram utilizados
64 ratosWistar machos (80 dias, 250 a 300 g), provenientes do Biotério Central —
UNESP, Botucatu. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais no Biotério de
Pequenos Mamiferos do Departamento de Morfologia, em ambiente com temperatura
controlada (22-24 °C) e ciclo de luminosidade claro/escuro invertido (12/12 h). Os
animais foram providos com racdo e agualibitum Este experimento foi submetido
ao Comité de Etica Animal do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu. Os
animais foram aleatoriamente divididos em 8 grupos experimentais, com 8 animais em
cada grupo:
- C: animais controle 12 semana (submetido a 7 dias de experimento, sem estimulo
atrofico).
- I: animais imobilizados 12 semana (submetido a 7 dias de estimulo atréfico)
- C3: animais controle 3 dias (submetido a 10 dias de experimento, sem estimulo
atréfico e ndo submetido a exercicio).
- R3: animais imobilizados e recuperados por 3 dias (submetido a 7 dias de estimulo

atréfico e 3 dias de recuperacao espontanea, sem exercicio fisico)
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- T3: animais imobilizados e submetidos a exercicio por 3 dias (submetido a 7 dias de
estimulo atrofico e recuperacado de 3 dias com exercicio aerébio)

- C7: animais controle 7 dias (submetido a 14 dias de experimento, sem estimulo
atréfico e ndo submetido a exercicio).

- R7: animais imobilizados e recuperados por 7 dias (submetido a 7 dias de estimulo
atrofico e 7 dias de recuperacao espontanea, sem exercicio fisico)

- T7: animais imobilizados e submetidos a exercicio por 7 dias (submetido a 7 dias de

estimulo atrofico e recuperacao de 7 dias com exercicio aerébio)

3.2. Imobilizagdo dos membros traseiros

Inicialmente, os animais dos grupos I, R3, R7, T3 e T7 foram anestesiados com
Ketamina (50 mg/kg, i.p) e cloridrato de Xilazina (10 mg/kg, i.p), a fim de garantir a
completa sedacdo dos animais durante a efetivagdo da imobilizacdo. Em seguida, o
segmento posterior dos animais foi imobilizado (Figura 1) com atadura gessada de
secagem rapida. A abrangéncia da imobilizacdo foi do quadril até o tornozelo, de modo
que o musculo séleo permaneca em posi¢cdo neutra. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais e permaneceram imobilizados durante 7 dias, para promover
significante perda de massa muscular (Appell, 1986; 8ihad, 2006). Os animais do
grupo C, C3 e C7 foram utilizados como controle e mantidos em gaiolas individuais,
sem qualquer estimulo atréfico. A atrofia muscular foi confirmada apdés uma
comparacao estatistica direta dos valores da area de secc¢éo transversal (AST) das fibras
musculares dos animais dos grupos | e C, sacrificados imediatamente apos este periodo.

Apés o periodo de imobilizagéo, os animais do grupo R1 e R2 foram mantidos
em gaiolas e nao foram submetidos a um programa de recuperacao, enquanto 0s animais

dos grupos T3 e T7 foram submetidos a exercicio aerébio de natagdo. Todos 0s animais
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do experimento foram adaptados ao treinamento de natacdo para minimizar os efeitos
do estresse proporcionado pelos exercicios. Todos os animais dos grupos C, C3 e C7

foram mantidos em agua rasa durante todo o periodo de treinamento.

Figura 1. Imagem representativa da Imobilizacdo dos membros inferiores dos animais
dos grupos Imobilizado (I), Recuperado 3 e 7 dias (R3 e R7) e Treinados 3 e 7 dias (T3

e T7).

3.3. Protocolo do treinamento aerdbio

O treinamento aerdbio foi realizado em um aquario subdivido em
compartimentos individualizados, contendo agua a 28-30°C e 50 cm de profundidade
(Figura 2). O volume (tempo) e intensidade (sobrecarga) de treinamento foram de 20
min com 3 % do peso corporal, 5 dias por semana, durante as duas semanas de
treinamento. As sessfes de treinamento foram realizadas sempre no mesmo periodo do

dia, entre 14 e 16h.
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Figura 2. Imagem representativa do treinamento aerébico com carga dos animais dos

grupos T3 e T7.

3.4. Dados Anatomicos

Durante todo o periodo de experimento foram monitorados, diariamente, o
peso corporal e o consumo de racdo dos animais. Ao término do experimento, 0s
animais foram pesados e sacrificados por decapitacdo. A seguir, 0 musculo séleo (SOL)
foi coletado e pesado. A relacéo entre o peso do musculo (PM) e peso corporal (PC) dos
animais (PM/PC) foi utilizada como indice de atrofia ou hipertrofia das fibras

musculares.

3.5. Analise Morfologica e Area de secgéo transvélgeST) das fibras musculares
ApoOs a retirada do muasculo, uma porgao foi imediatamente congelada em n-
Hexano resfriado em nitrogénio liquido (-156 °C) e armazenada em freezer a —80 °C.

Cortes histologicos (12m) foram obtidos em um criostato a —20 °C. Foi zedh a
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coloracéo por hematoxilina e eosina (HE) para a analise da morfologia geral das fibras
musculares.

Utilizando-se um Sistema de Andlise de Imagens (Leika Qwin) foi mensurada
a AST de aproximadamente 200 fibras (2 campos aleatérios de cada musculo) de cada

animal.

3.6. Imunofluorescéncia para MyoD, Miogenina e Pax-7

A técnica da imunofluorescéncia foi utilizada para detectar a presenca de
MyoD (indicando as células miosatélites em proliferagdo), Miogenina (células
miosatélites em fase de diferenciacdo) e Pax-7 (células miosatélites quiescentes). A
deteccdo da fluorescéncia foi feita em microscopio de fluorescéncia com software de
andlise de imagens apropriado e os nucleos marcados foram contados em relagdo ao
namero de miofibras por campo. Cortes das amostras musculares previamente
congeladas foram obtidos em criostato a -20 °C. Os cortes foram fixados em PFA 4%
(paraformaldeido) durante 20 minutos em temperatura ambiente. As laminas foram
lavadas com tampdo PB®Hhosphate-bufferid salipee incubadas com BSA 4%
(Albumina Sérica Bovina) + soro de cabra 5% + Triton 0,01% em PBS por 3 horas em
temperatura ambiente para bloqueio das ligacdes inespecificas. Em seguida, incubadas
overnightcom os respectivos anticorpos primarios (Tabela 1) em camara Umida a 4°C.
Apos incubagdo com os anticorpos primarios, as laminas foram lavadas com Triton
0,01% em PBS e incubadas com os respectivos anticorpos secundarios (Tabela 1),
conjugados com fluorocromos especificos, por 90 min em temperatura ambiente. Em
seguida, as laminas foram lavadas com Triton 0,01% em PBS para total remog¢éo dos

anticorpos que nao se ligaram. Finalmente, as laminas foram finalizadas com meio de
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montagem UltraCruz™ Mounting Medium (Santa Cruz Biotechnology, Califérnia,

EUA), onde foram contra-coradas com DAPI para identificagdo dos nucleos totais.

Tabela 1. Anticorpos a serem utilizados para a reacdo de Imunofluorescéncia

Proteina Q?i?r?grrig(/)Cé digo Anticorpo Secundario/Codigo  Fabricante
MvoD MyoD (M-318) / donkey anti-rabbit IgG-FITC
y C-760 /C-2090 Santa Cruz
Miogenina Méog%nn (M-225) / 21409u25e anti-rabbit IgG-R /C'Biotechnology,
- goat anti-mouse IgG-TR / C- California, EUA
Pax-7 PAX7/ C-81648 5781

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina; R: Rodamina; PE: Ficoeritrina; TR: Texa$ Red

3.7. Avaliacéo da expressao dos RNA mensageiros (mMRNAS) alvo

A expressédo dos mRNAs foi realizada por reagcdo em cadeia da polimerase em
tempo real apos transcricdo reversa (RT-gPCR), seguindo as orientachbB#QHto
Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment
(Bustin, 2009).
3.7.1. Extracao e andlise da qualidade do RNA

Para a amplicagdo dos microRNas e dos mRNAs alvo, a extragdo do RNA foi
realizada com os kitsnirVana (AmbionEUA) e TRIzol (Life Technologies, EUA),
respectivamentesegundo as instru¢cées do fabricante. As amostras de RNA foram
tratadas com TURBO DNasArfibion, EUA) para remover a contaminagdo com DNA
gendmico. A concentragcdo de RNA, em uhg/ foi determinada por meio do
espectrofotdmetroNanoDrop ND-1000 UV-VigNanodrop Technologies, EUA). A
qualidade do RNA foi obtida pelo nimero da integridade do RRNA( Integrity
Number RIN), a partir da andlise dos RNAs ribossomais baseadas em microfluidos,

utilizando-se o sistema 2100 Bioanalyg&gilent, EUA).
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3.7.2. Reagdo de Transcrigdo Reversa dos mRNAs

A transcricdo reversa dos mRNAs obtidos foi realizada utilizando idjit
Capacity RNA-to-cDNA Master Mikife TechnologiesEUA), seguindo as orientagbes
do fabricante. Esse kit € responsavel pela producdo de cDNA de alta qualidade e
precisao. Para a reacéo foram utilizadqd 4le Master Mixpara a transcricao reversa
ao qual foi adicionado gg de RNA e o volume completado parai20com agua livre
de nucleases. A mistura foi incubada nas seguintes condigdes: 25 °C por 5 min, 42 °C

por 30 min seguidos da inativacao da transcriptase reversa a 85 °C por 5 min.

3.7.3. Reagao em cadeia da polimerase em Tempo Real (MRNA)

A PCR em Tempo Real (MRNA) foi realizada conPower SYBK Green
PCR Master Mix(Life Technologies Coporation, Carlsbad, CA, BUAilizando-se 2
uL do produto da RT (equivalente a 40 ng de RNA total), {i2,5le Power SYBR
Green Mix(2,5 x) e 400 Nm de cada primer, em um volume final del2%®s primers
para 0s genes analisados foram obtidos através do sofRwiamer Express(Life
Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUNabela 2), a partir de sequéncias

publicadas no GenBank (www.pubmed.gom sintetizados pel&ife Technologies

Coporation (Carlsbad, CA, EUA). As reacdes para cada gene foram realizadas em
duplicata, no SistemReal Time PCR 730Qife Technologies Coporation, Carlsbad,
CA, EUA, conforme recomendacdes do fabricante. Foram analisados por meio do
software Genorm 4 genes constitutivos, dos quais 0os mais estaveis foram utilizados
como genes de referéncia. O fator de normalizacdo gerado pelo software foi utilizado
para normalizar os dados de expressao dos genes alvo.

Nesse estudo, a estabilidade dos genes de referéncia B2M, PpiA e PpiB foi

testada utilizando-se o software geNorm (Vandesongtetd, 2002). Esse software,
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gue funciona como um aplicativo do Microsoft Excel, determina os genes de referéncia
mais estaveis dentre um conjunto de genes testados, para uma mesma amostra de
cDNA. Os dados que devem ser inseridos no software correspondem aos valores de Ct,
obtidos na RT-gPCR para os genes de referéncia testados, transformados em um valor
equivalente de quantidade, através da formuifa2gostra - menor valor de Cty nartir desses
valores, o geNorm calcula o indice de estabilidade M para cada gene de referéncia, de
forma que quanto maior o valor de M, menor a estabilidade do gene de referéncia. O
usuario exclui o M de maior valor, repetindo esse passo até que restem, pelo menos, os
dois genes de referéncia mais estaveis. A partir desse resultado, o programa calcula um
fator de normalizacdo (FN) a partir da média geométrica das quantidades dos genes de

referéncia mais estaveis.

Tabela 2. Genes que foram analisados pela reacdo de RT-qgPCR

Genes N° de Acesso
MyoD NM_176079
Miogenina NM_017115

N° Acesso: numero de acesso as sequéncias publicadas no GenBank.

3.8. Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos valores da expressdo génica e dos dados
anatdémicos e morfométricos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) para o
modelo com 2 fatores (Zar, 1999), seguido por tpstt-hocde Tukey. O nivel de
significancia considerado foi p<0,05.

Para a andlise estatistica dos dados da imunofluorescéncia, foram utilizados

testes ndo paramétricos: teste de Mann-Whitney quando comparados os grupos C e | e
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teste de Kruskal-Wallis quando comparados os grupos C3, R3 e T3 ou C7, R7 e T7

(Zar, 1999). O nivel de significancia considerado foi p<0,05.

4. RESULTADOS
4.1. Peso corporal (PC), peso do musculo e consumo alimentar

Ao longo do experimento, a oferta de ragéo foi controlada para todos os grupos
experimentais, a fim de estabelecer um padrdao no consumo alimentar dos animais.
Desta forma, ndo obtivemos uma diferenca significante no consumo de ra¢ao dos ratos,
entre os grupos. Assim, nao houve uma diferencga significante no peso corporal inicial
(PCI) e no peso corporal final (PCF) dos ratos entre 0os grupos experimentais (Figuras 3,
4,5 e 6).

Entretanto, o processo de imobilizacdo promoveu uma reducéo significante na
relacdo peso do musculo séleo pelo comprimento da tibia (Rel Psoleo/Ctibia) (Figuras 7
e 10 e Tabela 3) no grupo imobilizado (I) em relagdo ao grupo controle (C), nos
permitindo concluir que houve uma atrofia das fibras musculares.

Os grupos submetidos a 3 dias de recuperacdo, apos atrofia, obtiveram uma
diferenca significante na Rel Psoleo/Ctibia dos animais inseridos no grupo submetido a
recuperacdo espontanea (R3) e no grupo submetido ao treinamento aerébio de natacao
(T3) comparados ao grupo controle 3 dias (C3) (Figuras 8 e 11 e Tabela 3). Estes dados
nos permitem inferir que apenas 3 dias de recuperacdo espontanea e de treinamento
aerdbio de natacdo ndo foram suficientes para a recuperacdo do peso do musculo em
ambos 0s grupos.

Quanto aos grupos submetidos a 7 dias de recuperacado, a Rel Psdleo/Ctibia dos
animais pertencentes ao grupo de recuperacao espontanea (R7) foi estatisticamente

diferente em relagdo aos animais do grupo controle 7 dias (C7), enquanto que 0s
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animais do grupo submetido ao treinamento aerobio de natagdo (T7) ndo obtiveram uma
diferenca significante na Rel Psoleo/Ctibia quando comparado aos animais do grupo
controle 7 dias (C7) (Figuras 9 e 12 e Tabela 3). Estes resultados indicam que a
recuperacdo espontanea por 7 dias nao favoreceu o restabelecimento do peso do
musculo em estudo, entretanto, o treinamento fisico de nata¢éo por 7 dias auxiliou na

recuperacao da atrofia.

Peso Corporal

500 -

450 -

400 -

350 - T T - I
300 —
-
& 200 | —

150 —

100 -

50
0 —
c I c3 R3 T3 c7 R7 T7
Grupos

Figura 3. Peso corporal inicial (PCI) e final (PCF) dos grupos experimentais (n=8 por grupo):
controle (C), imobilizado (l), controle 3 dias (C3), recuperado 3 dias (R3), treinado 3 dias (T3),

controle 7 dias (C7), recuperado 7 dias (R7) e treinado 7 dias (T7).
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Figura 4. Peso corporal dos grupos experimentais (n=8 por grupo): controle (C) e imobilizado

(I) durante o experimento. Valores expressos em média + DP.
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Figura 5. Peso corporal dos grupos experimentais (n=8 por grupo): controle 3 dias (C3),
recuperado 3 dias (R3) e treinado 3 dias (T3) durante o experimento. Valores expressos em

média = DP.
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Figura 6. Peso corporal dos grupos experimentais (n=8 por grupo): controle 7 dias (C7),

recuperado 7 dias (R7) e treinado 7 dias (T7). Valores expressos em média + DP.
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Peso do musculo
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Figura 7. Peso do musculo soleo entre os grupos C e I. Valores expressos em média +

DP. * p<0,0001 em relacéo ao grupo C.
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Peso do musculo
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Figura 8. Peso do musculo soleo entre os grupos C3, R3 e T3. Valores expressos em

média + DP. * p<0,05 em relag&o ao grupo C3.
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Peso do musculo
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Figura 9. Peso do musculo séleo entre os grupos C7, R7 e T7. Valores expressos em

média + DP. * p<0,05 em relag&o ao grupo C7.
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Rel Pséleo/Ctibia
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Figura 10. Relacdo Peso do séleo pelo Comprimento da tibia entre os grupos C e I.

Valores expressos em meédia = DP. * p<0,0001 em rela¢éo ao grupo C.
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Figura 11. Relacédo Peso do soleo pelo Comprimento da tibia entre os grupos C3, R3 e

T3. Valores expressos em média + DP. * p<0,05 em relacdo ao grupo C3.
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Rel Pséleo/Ctibia

0,06

0,05 T

0,04

0,03 -

g/cm

0,02

0,01 +

c7 R7 T7

Grupos

Figura 12. Relacdo Peso do soleo pelo Comprimento da tibia entre os grupos C7, R7 e

T7. Valores expressos em média + DP. * p<0,05 em relacéo ao grupo C7.
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Tabela 3. Peso dos musculos Séleo (So) e relacdo peso do musculo/comprimento da

tibia (Rel So/Ct). Valores expressos em média + DP.

Grupos So (mg) Rel So/Ct (mg/cm)
C (n=8) 189,50 45,12

| (n=8) 138,75 33,04

C3 (n=8) 190,93 45,94

T3 (n=8) 186,11 45,06

R3 (n=8) 167,43 40,49

C7 (n=8) 186,00 43,85

T7 (n=8) 142,12 34,02

R7 (n=8) 154,43 36,70
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4.2. Analise morfologica

A analise dos cortes histolégicos, corados com HE, das amostras do musculo
séleo de todos os animais dos grupos em estudo, mostrou fibras musculares de formato
arredondado ou poligonal e nucleos periféricos, separadas por finos septos de tecido
conjuntivo frouxo, o endomisio, e septos mais espessos de tecido conjuntivo denso, o
perimisio, separando as fibras musculares em fasciculos (Figura 13).

SINOAEEL

£

\/

Figura 13. Corte transversal do musculo séleo de um animal representativo do grupo
controle. Coloracdo HE. Fibra muscular (aciddfilas), perimisio (seta continua) e
endomisio (seta descontinua). Barra 20um. do grupo controle 12 semana. Coloracdo
HE.

Porém, quando cortes histologicos dos grupos C e | foram submetidos a
mensuracdo da &rea de seccédo transversal (AST), obtivemos uma reducéo significante
do grupo | em relagéo ao grupo C (p=0,019) (Figura 14), mostrando que o protocolo de
imobilizacéo levou a atrofia das fibras musculares.

Os grupos submetidos a 3 dias de recuperacdo apoés atrofia, obtiveram uma
diferenca significante na AST do grupo R3 quando comparado ao grupo C3 , enquanto
o grupo T3 ndo apresentou uma diferenca significante na AST do musculo s6leo quando
comparado a grupo C3 (p=0,0068), revelando que o protocolo de treinamento aerébio

de 3 dias foi o suficiente para o restabelecimento das fibras musculares (Figura 15).
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Nos grupos submetidos a 7 dias de recuperacdo apos atrofia, a AST apresentou
uma reducédo estatisticamente significante do grupo R7 em relagéo aos animais do grupo
C7, enquanto que os animais do grupo T7 ndo apresentaram uma diferenca significante
(p<0,0001), revelando que 7 dias de recuperagdo espontanea ainda n&o exerceram
estimulos suficientes para a restauracdo das fibras musculares, enquanto que 7 dias de

treinamento aerdbio de natagdo foram suficientes para seu restabelecimento (Figura 16).

4500 AST 12 semana
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C

Figura 14. Area de seccdo transversal (AST) do musculo séleo (n=8 por grupo):
controle (C) e imobilizado (1). Valores expressos em média = DP. * p<0,03 em relagéo

ao grupo .
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AST 3 dias
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Figura 15. Area de seccdo transversal (AST) do musculo séleo (n=8 por grupo):
controle 3 dias (C3), recuperado 3 dias (R3) e treinado 3 dias (T3). Valores expressos
em média £ DP. * p<0,03 em rela¢do ao grupo C3.
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AST 7 dias
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Figura 16. Area de seccdo transversal (AST) do musculo séleo (n=8 por grupo):
controle 7 dias (C7), recuperado 7 dias (R7) e treinado 7 dias (T7). Valores expressos
em média £ DP. * p<0,03 em rela¢do ao grupo C7.

42



4.3. Imunofluorescéncia para Miogenina, MyoD e Pax 7

N&o foi observada alteragdo no numero de células satélites Pax 7+, MyoD+ e
Miogenina+ entre os grupos analisados (Quadros 1, 2 e 3). As figuras 17, 18 e 19 mostram

imagens das reacdes realizadas.

Figura 17. Imagem representativa da técnica de imunofluorescéncia
em animais do grupo C. Marcacao para células satélites Miogenina+.
Nucleos das fibras musculares corados com DAPI (azul) e células

satélites indicadas por setas.
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Figura 18. Imagem representativa da técnica de imunofluorescéncia

em animais do grupo C. Marcagcdo para células satélites Pax7+.

Nucleos das fibras musculares corados com DAPI (azul) e células

satélites indicadas por setas.
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Figura 19. Imagem representativa da técnica de imunofluorescéncia
em animais do grupo C. Marcacdo para células satélites MyoD+.

Células satélites indicadas por setas.
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Quadro 1. Média das miofibras e das células satélites Pax 7+ e razao entre as
dos grupos.
Pax 7
Miofibras Células Satélites Razéo

C 115,92 2,75 0,0241

I 135,23 3,97 0,0350
C3 118,6 2,76 0,0241
R3 133,92 3,11 0,0234
T3 107,94 3,62 0,0391
C7 130,73 2,20 0,0173
R7 136,84 2,77 0,0210
T7 112,32 3,82 0,0363
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Quadro 2. Média das miofibras e das células Miogenina+ e razdo entre as médjas dos

grupos.
Miogenina
Miofibras Células satélites Razéo

C 112,46 2,2 0,0197
| 124,73 2,35 0,0206
C3 113,32 2,16 0,0188
R3 117,35 2,65 0,0233
T3 115,2 2,68 0,0239
C7 120,37 1,97 0,0166
R7 159,16 2,42 0,0159
T7 117,92 3,39 0,0310
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grupos.

Quadro 3. Média das miofibras e das células MyoD+ e razao entre as médias dos
MyoD

Miofibras Células satélites Razéo
C 103,67 3,17 0,0306
I 109,32 3,5 0,0320
C3 112,69 1,86 0,0165
R3 121,17 2,83 0,0233
T3 100,61 3,25 0,0323
C7 115,84 2,08 0,0179
R7 126,2 2,3 0,0182
T7 107,09 4,09 0,0382
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4.4. Avaliagédo quantitativa da expressao génica por gRT-PCR

Os dados referentes a quantificacdo do RNA por espectrofotometria, a 260 nm,

nos forneceram a quantidade de RNA e a razao entre 260/280 nm, as quais nos revelam

a estimativa da qualidade da extracao (Tabelas 4, 5 e 6). A pureza do RNA foi garantida

pela obtencao de razdo 260/280 nm aproximadamente igual a 2,0.

Tabela 4. Resultado da espectrofotometria para estimativa da qualidade

quantidade (quantificacdo) do RNA total isolado do musculo séleo nos grupos C

(C1 e C2) e Imobilizado (11 e 12).

e da

pntrole

Musculo Séleo

Amostras 260/280
Cl1i 1,964
Cl.2 1,904
C1.3 1,945
Cl4 1,892
c2.1 1,908
c2.2 1,913
C2.3 1,941
Cc24 1,983
1.1 1,932
11.2 1,833
11.3 1,985
1.4 1,974
12.1 1,921
12.2 1,861
12.3 1,957
12.4 1,954
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Tabela 5. Resultado da espectrofotometria para estimativa da qualidade

quantidade (quantificacdo) do RNA total isolado do musculo séleo nos grupos C
3 dias (C3 e C4) e Recuperado 3 dias (R1 e R2) e Treinado 3 dias (T1 e T2).

e da

pntrole

Musculo Séleo

Amostras 260/280
C3.1 2,004
C3.2 1,933
C3.3 1,866
C34 1,996
C4.1 1,980
C4.2 1,919
C4.3 1,983
C4.4 1,987
R1.1 1,907
R1.2 1,977
R1.3 1,956
R1.4 1,954
R2.1 1,934
R2.2 2,001
R2.3 1,992
R2.4 1,954
T1.1 1,834
T1.2 1,855
T1.3 1,929
T1.4 1,815
T2.1 1,905
T2.2 1,922
T2.3 1,973
T2.4 1,935
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Tabela 6. Resultado da espectrofotometria para estimativa da qualidade

quantidade (quantificacdo) do RNA total isolado do musculo s6leo nos grupos C
7 dias (C5 e C6) e Recuperado 7 dias (R3 e R4) e Treinado 7 dias (T3 e T4).

e da

pntrole

Musculo Séleo

Amostras 260/280
C5.1 1,849
C5.2 1,907
C5.3 1,879
Cs54 1,950
C6.1 1,897
C6.2 1,878
C6.3 1,915
C6.4 1,860
R3.1 1,906
R3.2 1,917
R3.3 1,987
R3.4 1,887
R4.1 1,945
R4.2 1,861
R4.3 1,947
R4.4 1,931
T3.1 1,927
T3.2 1,838
T3.3 1,964
T3.4 1,985
T4.1 1,917
T4.2 1,948
T4.3 1,933
T4.4 1,918
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Apbs a eletroforese em gel de agarose (1%) da solugdo contendo o RNA total
das amostras musculares, a integridade do RNA extraido foi constatada pela presenca

das bandas dos RNAs ribossomais 28S e 18S (Figura 20).

28S <«—

18S <+—

Figura 20. Gel de agarose (1%), demonstrando a qualidade
do RNA extraido dos musculos Séleo e Plantar, grupo
Controle, constatada pela presenca das bandas dos RNAs
ribossomais 28S e 18S.

N&o foi observada alteracdo na expressao génica da MyoD e da Miogenina no
grupo I, em relagéo ao grupo C (Quadro 4).

Nos grupos submetidos a 3 dias de recuperacao, apés atrofia, foi observada uma
diferenca significante na expresséao génica da MyoD e da Miogenina no grupo T3, em
relacdo ao grupo C3 (Quadro 5). A expressao da MyoD no grupo T3 foi altamente
significante, o que demonstra sua maior expressao durante a fase de proliferacdo das
células satélites. No grupo R3 nao foi observada qualquer alteracdo significante na
expressao desses genes (Quadro 5). Estes dados nos permitem inferir que apenas 3 dias
de treinamento aerébio de natacao foram suficientes para provocar uma maior expressao
dos genes.

Nos grupos submetidos a 7 dias de recuperacéo, apoés atrofia, ndo foi observada
alteracao significante na expressdo génica da MyoD e da Miogenina nos grupos R7 e

T7, em relacdo ao grupo C7, porém, apos 7 dias de recuperacdo, ainda pode-se notar
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uma tendéncia no aumento da expressao da MyoD no grupo T7, em relagcdo ao grupo

C7 (Quadro 6).

Quadro 4. Expresséo relativa de Miogenina e MyoD estimada por RT-gPCR no
musculo séleo de ratos do grupo imobilizado (I) em relacdo ao grupo contrple. A

expressdo de cada transcrito foi normalizada pela expressédo de Ppib

D

Ppia.

Estatisticamente significativo versgaipo C (*P <0,05).

C I
MyoD 1 1,188
Miogenina 1 0,9081

Quadro 5. Expressédo relativa de Miogenina e MyoD estimada por RT-gPCR no
musculo séleo de ratos dos grupos recuperado e treinado 3 dias (R3 e T3) em relagéo
ao grupo Controle 3 dias (C3). A expressao de cada transcrito foi normalizada pela

expressao de Ppib e Ppia. Estatisticamente significativo vgmgos C3 (*P <0,05).

C3 R3 T3
MyoD 1 0,4625 6,8962 *
Miogenina 1 0,7496 1,5305 *
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Quadro 6. Expresséo relativa de Miogenina e MyoD estimada por RT-gPCR no
musculo séleo de ratos dos grupos recuperado e treinado 7 dias (R7 e T7) em relacao
ao grupo Controle 7 dias (C7). A expressado de cada transcrito foi normalizada pela

expressao de Ppib e Ppia. Estatisticamente significativo vgmgos C7 (*P <0,05).

C7 R7 T7
MyoD 1 0,8316 2,0692
Miogenina 1 0,8419 0,8442

5. DISCUSSAO

Os valores alusivos ao peso corporal (PC) sdo de extrema importancia, pois
revelam as possiveis alteracdes morfologicas e funcionais dos tecidos corporais, sendo
utilizados como fortes indicadores do crescimento somatico e das adaptacfes ao
estimulo de treinamento fisico (Butkaes al, 1995). No presente estudo, os valores
referentes ao peso corporal inicial (PCl) e ao peso corporal final (PCF) ndo foram
estatisticamente diferentes entre os grupos, devido ao controle da oferta de racéo a todos
0S grupos durante todo o experimento. Consistente com estes resultados, o consumo
alimentar também néo foi diferente entre os grupos.

Algumas condi¢@es clinicas como as doencas catastroficas (cancer e AIDS), a
anorexia e a inatividade fisica provocam a perda da massa muscular (Ratéson
2003). Dentro da inatividade fisica, hd o processo de imobilizacdo, o qual é
frequentemente usado em tratamentos para injurias musculo-esqueléticas, apesar de
resultar em atrofia da célula muscular, fibrose intramuscular e perda da extensibilidade,

forca e resisténcia muscular. A imobilizacdo induzida acarreta em um maior
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distanciamento entre as fibras musculares, pois provoca um aumento dos tecidos
conectivos intramusculares, o perimisio e o endomisio. Simultaneamente, ocorre um
decréscimo da area de seccao transversal das fibras e da densidade capilar do musculo
(Kannuset al., 1998). Em nosso experimento, o processo de imobilizacao foi realizado
através do uso de atadura gessada de secagem répida, o qual promoveu uma reducao
significante na relacédo peso do séleo pelo comprimento da tibia, assim como na érea de
seccéao transversal (AST) das fibras musculares dos ratos do grupo I, comparado aos
ratos do grupo C. Semelhante aos nossos achados, Desplketneh€$987) obtiveram

uma reducgdo significante de 63% do peso do musculo séleo em ratos, apés serem
submetidos a 5 semanas de imobilizacao por suspenséo da regido posterior. Em adigéo,
0S mesmos observaram uma recuperacdo do peso do soéleo dos ratos submetidos a uma
recuperacdo espontanea e também daqueles submetidos a um protocolo de treinamento
de corrida em esteira durante 8 semanas. Patésa@l. (2003), observaram uma
reducéo de 27% do peso do musculo séleo de ratos, apds estes serem submetidos a 10
dias de imobilizacdo dos membros posteriores com atadura gessada; além disso,
obtiveram um total restabelecimento do peso do musculo séleo de ratos submetidos a
recuperacdo espontanea, apenas 30 dias apds a imobilizacao.

O treinamento de natacdo pode ter acelerado o processo de recuperagcéo do
musculo séleo apds atrofia. Nossos resultados mostram que a AST das fibras do grupo
T3 néo apresentou diferenca significante comparado ao grupo C3, enquanto que 0s
animais do grupo R3 apresentou uma AST significantemente menor que o C3. Além
disso, também nao foi notada diferenca significante da AST do grupo T7 comparado ao
grupo C7, enquanto que nos animais do grupo R7 foi observada diferenca significante
em relagédo ao grupo C7. Desplanckésl. (1987) observaram uma recuperacao da

AST das fibras do musculo séleo de ratos submetidos a uma recuperagdo espontanea,
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assim como aqueles submetidos a um protocolo de treinamento de corrida em esteira
durante 8 semanas.

Células satélites musculares sao células miogénicas mononucleadas quiescentes
que agem como uma populacao reserva de células capazes de atuar no crescimento pos-
natal, na hipertrofia e na regeneracdo muscular em resposta a injuria (Mbmgan
2003). As células satélites podem ser detectadas no musculo devido a sua localizacao,
pois estdo localizadas entre o sarcolema e a membrana basal de fibras musculares e
devido a identificacdo de diferentes proteinas expressas por estas células em diferentes
estagios de seus ciclos celulares (Shenkam et al., 2010).

Dentre estas proteinas, destacam-se os Fatores de Regulacdo Miogénica (MRFSs)
que controlam a ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células da linhagem
miogénica.As fases de ativacdo e proliferacdo das CS séotearaclas pela alta
expressdo de MyoD e Myf5, enquanto na diferenciagdo ocorre um aumento na
expressao de Miogenina e MRF4 (Zammit et2004).

Em nosso experimento, ndo foi observada alteracdo na quantidade de células
satélites expressando Miogenina, MyoD e Pax 7 entre os grupos. No entanto, houve
uma tendéncia no aumento destas células nos grupos T3 e T7: Pax 7 (razdo: 0,0391 e
0,0363, respectivamente), Miogenina (razdo: 0,0239 e 0,0310, respectivamente) e
MyoD (razao: 0,0323 e 0,0382, respectivamente). Isso indica que o treinamento pode ter
estimulado o aumento do numero de células satélites bem como a sua
proliferacdo/diferenciagcdo, estimulando o processo de regeneragdo muscular apos a
imobilizacdo. Dupont-Versteegdehal (1998), apds submeterem ratos a uma lesédo na
medula espinhal, notaram um aumento significante nos niveis de células satélites
Miogenina+ e de MyoD+ no musculo sélépdias apds a lesdo, sendo estes niveis

mantidos elevados em até 10 dias. Porém, os mesmos pesquisadores ndo observaram
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qualquer alteracdo nos niveis de células satélites Miogenina+ e de células satélites
MyoD+ em ratos submetidos a um protocolo de exercicio aerdbio realizado em uma
bicicleta motorizada, apo6s 5 dias da transeccéo.

Semelhantemente, Liat al (2010) ap6s provocarem uma injuria no cordao
espinhal de ratos, ndo verificaram qualquer alteracdo significante no nivel de células
satélites Pax7+ de ratos submetidos a um treinamento aerdbio em esteira por 2 dias ap6s
6 dias de recuperagédo espontanea, assim como aqueles que foram submetidos a 8 dias
de recuperacéo espontanea. Entretanto, ao submeterem um grupo de ratos a 14 dias de
recuperacdo espontanea e outro grupo a um treinamento aerdbio em esteira por 5 dias
apos 9 dias de recuperacdo espontanea, observaram um aumento significante no nivel de
células satélites Pax 7+, obtendo um aumento significante no grupo submetido ao
treinamento aerdbio em esteira.

MyoD e Miogenina sdo fatores transcricionais pertencentes a familia dos
Fatores Reguladores Miogénicos (MRFs) encontrados na regido regulatoria de muitos
genes musculo especifico (Mure¢ al 1989), incluindo genes estruturais e agueles
envolvidos com a formacdo das proteinas dos sarcomeroset(lah 1991; Li and
Capetanaki 1993; Wheelet al. 1999).Assim, os MRFs podem contribuir na regulagéao
da massa muscular controlando a taxa de sintese proteica. Os MRFs também estao
envolvidos com a proliferagdo e a diferenciacdo das células satélites, que quando
ativadas proliferam, se diferenciam e fundem-se as fibras musculares existentes
promovendo a regeneragao muscular (Roserstlalt 1994; Lowe and Alway 1999). A
MyoD é mais expressa durante a proliferacdo enquanto que a Miogenina € expressa em
maior grau, durante o processo de diferenciacdo celular. No nosso estudo, a maior

expressdo da MyoD e da Miogenina no grupo T3, esta relacionada a alta atividade de
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proliferacdo e diferenciacdo das células satélites, em decorréncia do treinamento
utilizado.

Em nosso experimento, foi observado um aumento na expressdo génica da
MyoD e da Miogenina no grupo dos animais submetidos a 3 dias de treinamento
aerdbio de natacdo, apos atrofia (grupo T3), em comparac¢do ao grupo controle 3 dias
(grupo C3). Em adicédo, pudemos notar uma tendéncia no aumento da expressédo da
MyoD no grupo dos animais submetidos a 7 dias de treinamento aerdbio de natacao,
apos atrofia (grupo T7), em comparacéo ao grupo controle 7 dias (grupo C7). Dupont-
Versteegderet al (1998), ap6s submeterem ratos a uma lesdo na medula espinhal,
notaram um aumento significante nos niveis de expressdo génica da Miogenina e da
MyoD no musculo séled dias ap0s a lesdo. No entanto, apenas o nivel de MyoD foi
mantido elevado 10 dias apds a lesdo. Em adicdo, os mesmos pesquisadores nao
observaram qualquer alteracéo nos niveis de expresséo génica da Miogenina e da MyoD
em ratos submetidos a um protocolo de treinamento aerdbio realizado em uma bicicleta
motorizada, iniciado 5 dias apdés a transec¢do. Semelhantemente, apds submeterem ratos
a uma leséo na medula espinhal, ¢ial (2010) observaram um aumento na expressao
génica da MyoD apoés 14 dias da lesao, enquanto que o nivel de expressao da Miogenina
permaneceu inalterado. Entretanto, foi verificado um aumento na expressao génica da
MyoD e da Miogenina nos grupos submetidos a treinamento aerébio em esteira, apds 8
dias da lesado (treinamento de 3 séries de 20 minutos cada) e apés 14 dias da lesdo
(treinamento de 10 séries de 20 minutos cada), sendo notado 0 aumento mais
proeminente na expressdo da MyoD, apds 8 dias da lesdo, com o treinamento de 3 séries
de 20 minutos. Assim, diferentes experimentos mostram o envolvimento dos MRFs

MyoD e Miogenina com o processo de recuperacdo muscular, fato que também foi
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evidenciado no nosso estudo, sendo esta recuperagcdo mais evidente com 3 dias de

recuperacado, apos 7 dias de imobilizacao.

6. CONCLUSAO

Segundo a Relacdo Psodleo/Ctibia, medida indireta da atrofia, o processo de
imobilizagdo promoveu uma reducéo significante na no grupo |, em relagéo ao grupo C;
nos grupos R3 e T3, em relacdo ao grupo C3 e no grupo R7, em relagdo ao grupo C7;
enquanto que no grupo T7, o protocolo de treinamento aerdbio de natacdo utilizado foi
suficiente para a recuperag¢do muscular, ja que nao foi observada qualquer alteracdo em
relacdo ao C7. Porém, de acordo com a mensuracdo da area de secc¢do transversal
(AST), uma medida direta da atrofia, o processo de imobilizagdo promoveu uma atrofia
nas células musculares do grupo I, em relacdo ao grupo C, assim como nos grupos R3 e
R7, em relagéo aos grupos C3 e C7, respectivamente. No entanto, nos grupos T3 e T7,
foi observada uma recuperacdo muscular, quando comparados aos grupos C3 e C7,
respectivamente.

O protocolo de treinamento aerdbio utilizado promoveu um aumento da
expressdo génica da MyoD e da Miogenina, sendo mais evidente com 3 dias de
recuperacdo, apoés 7 dias de imobilizacdo. A analise da imunofluorescéncia para

Miogenina+, MyoD+ e Pax7+ ndo mostrou diferenga entre os grupos estudados.
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