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RESUMO

A dexametasona (Dexa) ¢ amplamente utilizada no uso clinico, devido ao seu potente
efeito antialérgico e anti-inflamatorio, entretanto o uso cronico pode induzir diversos
efeitos colaterais, tais como hiperglicemia, hipertensdo, hipercolesterolemia e atrofia
muscular. Demonstramos recentemente que o exercicio fisico parece atenuar alguns dos
efeitos colaterais da Dexa, mas pouco tem sido estudado sobre a atrofia muscular. Foram
utilizados 80 ratos wistar, separados em 4 grupos: sedentario controle (SC), sedentario
tratado com dexa (SD: 0,5mg/kg por dia), treinado controle (TC) e treinado tratado com
dexa (TD). Apds adaptacdo na esteira, os animais foram submetidos ao protocolo de
treinamento (T, 60% capacidade maxima, 5 dias por semanas/ 8 semanas) ou mantidos
como sedentarios. Os ratos foram pesados semanalmente durante o T e diariamente durante
o tratamento. O musculo tibial anterior (TA) e séleo (SOL) foram coletados para avaliar a
expressao protéica de miostatina e p70S6K. O treinamento aumentou o tempo de exercicio
nos grupos treinados (97% vs -35% , para treinados e sedentarios, respectivamente). Dez
dias de tratamento determinou aumento da glicemia de jejum no grupo SD (62%), no
entanto o treinamento prévio atenuou este aumento (TD =20%, p<0,05), mostrando o papel
preventivo do exercicio fisico no aumento na glicemia. O aumento de peso corporal (PC)
foi semelhante durante o treinamento, entretanto, a administracdo da Dexa determinou
diminuicao significativa de PC no grupo TD (-22%) e SD (-25%) acompanhado de redugdo
de peso muscular no TA, para TD (-20) e SD (-23%). A expressdo da miostatina nao foi
alterada nem pelo tratamento com dexa nem pelo treinamento no musculo TA, no entanto,
no musculo soleo, a miostatina aumentou significativamente nos grupos treinados,
independente do tratamento (TC=23% e TD=25%), comparado com seus grupos controles.
Ja a expressdo protéica de p70S6K ndo sofreu alteragdes em nenhum musculo e em
nenhuma condi¢do. Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que o
treinamento prévio atenua o aumento de glicemia induzida pela Dexa, no entanto ndo
previne a reducdo de peso corporal ou muscular. Mesmo na presenca de atrofia muscular, a
expressdo de miostatina e p70S6k nao justificam os mecanismos da perda muscular
induzida pela Dexa, o que sugere que outras proteinas catabdlicas e anabolicas devem estar
envolvidas no processo de atrofia muscular apos 10 dias de tratamento com Dexa.

Palavras-chaves: treinamento fisico, dexametasona, atrofia muscular, miostatina e
p70S6k.



ABSTRACT

Muscle atrophy is always associated with Dexamethasone (Dexa) treatment, however the
mechanisms are not completely understood. This study investigated the effects of Dexa on
myostatin and p70S6K protein expression and if previous exercise training (T) can
attenuate these effects. Eighty rats were distributed into 4 groups: sedentary control (SC),
sedentary treated with Dexa (SD; 0,5 mg/kg per day, i.p., 10 days), trained control (TC)
and trained treated with Dexa (TD) and underwent a training period where they were either
submitted to a running protocol (60% of physical capacity, 5 days/week for 8§ weeks) or
kept sedentary. After T period, animals underwent Dexa treatment concomitant with
training. Western Blot was performed to identify myostatin and p70S6k protein expression
in the tibialis anterior (TA) and soleus (SOL) muscle. Ten days of Dexa treatment
increased fasting glucose (SD=+62%), however previous T attenuated this increase
(TD=+20%, p<0.05). Dexa determined significant decrease in body weight in TD (-22%)
and SD (-25%)), followed by TA weight reduction in SD (-23%) and TD (-20%). Previous
training could not avoid these decreases. Myostatin protein expression was not altered by
dexa treatment or training in TA muscle but in SOL muscle it was significantly modified
after T, regardless of treatment (TC= +%23 and TD=+25) compared with their respective
controls. The protein p70S6K was not modified neither by dexa nor training in any of the
analyzed muscle or condition. The results of this study allowed us to conclude that
previous training attenuates the hyperglycemia induced by Dexa, however it did not
prevent the body or muscle weight reductions. Even in the presence of muscle atrophy, the
expression of myostatin and p70S6K do not justify the mechanisms of muscle loss induced
by Dexa, which suggests that other catabolic or anabolic proteins could be involved in the
process of muscle atrophy after 10 days of treatment with Dexa.

Key words: exercise, dexamethasone, muscle atrophy, myostatin and p706Sk
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1. INTRODUCAO

A dexametasona ¢ um glicocorticéide sintético que pertence a classe dos
corticosterdides que, em nosso organismo, mimetiza os efeitos do cortisol. Os
glicocorticoides sao produzidos e secretados pelo cortex adrenal, regulados pelo eixo
hipotadlamo-hipofisario e atuam em diversos orgdos e sistemas, t€ém como principal papel
mobilizar carboidratos, lipidios e proteinas em uma situagdo de estresse, como por
exemplo, ao final de exercicios de longa duragdo e na reacdo de luta e fuga (FARIA e
LONGUIL, 2006).

A dexametasona ¢ um importante fairmaco utilizado em processo inflamatorio e
alérgico para diversas doengas tais como asma, artrite, febre reumadtica, entre outras,
(NISHIOKA, 2000; MARCHIONNI et al., 2006). Entretanto, o uso cronico deste
componente pode induzir diversos efeitos colaterais que comprometem o organismo.

Os efeitos colaterais dos glicocorticoides estdo associados as altas taxas de acido
graxos livres liberados (lipolise) para a formagdo de energia, assim como a quebra de
aminodcidos e aumento da gliconeogénese hepatica. O aciimulo desses componentes
promove um aumento da glicemia e um estresse, por esse motivo os glicocorticdides atuam
de maneira antagonica a insulina.

Viérios estudos vém sendo realizados para identificar os efeitos colaterais do uso
cronico da dexametasona. Eles demonstram redugdes de peso corporal, aumentos na
resisténcia periférica a insulina, acompanhados de hiperglicemia e hiperinsulinemia,
lipolise, protedlise (AHTIKOSKI et al., 2004; LUNDGREN et al., 2004; CRESPILHO et
al., 2006; GILSON et al., 2007; RAFACHO et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2008,
BAREL et al., 2010).

Os resultados do laboratério demonstraram pela primeira vez que o
exercicio aerobio, realizado previamente ao tratamento com dexametasona, atenua alguns
dos efeitos colaterais, tais como a resisténcia periférica a insulina. Esta melhora foi devido
a aumentos na expressdo de importantes proteinas relacionadas a via de captagdo de
glicose, tanto dependente como independente da insulina. Além disso, demonstramos que o
exercicio atenuava a reducdo do conteudo de glicogénio muscular e o aumento da pressao

arterial. (LOUZADA et al, 2009, DIONISIO et al, 2009; BAREL et al., 2010, AMARAL
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et al., 2010). No entanto, o exercicio fisico ndo foi eficaz em reverter o quadro de atrofia
muscular induzida pelo tratamento cronico com dexametasona. Portanto maiores estudos

s30 necessarios para se compreender os mecanismos responsaveis pela atrofia muscular.

1.1 Efeitos da dexametasona na musculatura esquelética.

A degradagao protéica ocorre de forma natural, com o avango da idade e, tal fato ¢
denominado como sarcopenia, sendo marcada por uma diminui¢ao do niimero ¢ tamanho
das fibras musculares. Entretanto a perda muscular também est4 associada com sindromes
metabolicas complexas, ocorridas por algumas doengas, tais como, cancer, doengas
crOnicas renais, pulmonares e cardiacas, neste caso a degradacdo protéica ¢ denominada de
caquexia. (LENK et al., 2010).

Resultados recentes do laboratorio (LOUZADA et al, 2009, DIONISIO et al,
2009; BAREL et al., 2010, AMARAL et al., 2010) tém demonstrado constantemente que
existe uma redugdo significativa de peso corporal nos ratos tratados por 10 dias com
Img/kg por dia de dexametasona. Esta diminui¢do de peso corporal pode ser explicada por
uma redugdo significativa na ingestdo alimentar dos animais, uma vez que dados
preliminares de nossos colaboradores tém demonstrado que ratos tratados por 5 dias com
dexametasona (Img/kg/dia) diminuem significativamente sua ingestdo alimentar
(SANTOS et al, 2007).

A redugdo de peso corporal induzida pela dexametasona ¢, muitas vezes,
acompanhada por diminui¢do significativa do peso muscular, comprometendo toda a
fun¢cdo da musculatura esquelética (AHTIKOSKI et al., 2004; SACHECH et al., 2004;
GILSON et al., 2007; MA et al., 2003; YAMAMOTO et al., 2008; BAREL et al., 2010).
Esta atrofia muscular tem sido apontada como um desbalango entre fatores positivos e
negativos que controlam o crescimento muscular. Existem vdrias proteinas envolvidas no
processo de atrofia (Miostatina, Atrogina-1 e Murf-1, Foxo, entre outras) ou hipertrofia
muscular (IGF-1, p70S6K, AKT, mTOR, entre outras). Neste balan¢o entre proteinas
anabolicas e catabolicas, encontramos a via das ubiquitina-proteasoma (UPS) como a
principal responsavel pelo processo de sarcopenia e caquexia, nela a Foxo esta fosforilada
e inativada pela P13k-AKT/PKB e induz a transcri¢do de E3 um ligante especifico de
Murf-1 e Atrogina do musculo esquelético (LENK et al., 2010), no entanto o papel da

dexametasona no controle deste balanco ainda ndo esta totalmente estabelecido.
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Ma et al (2003) e Gilson et al (2007) demonstraram que o uso cronico de
dexametasona, na mesma dosagem utilizada por Barel et al (2010), ou seja, 1 mg/kg por
peso muscular, promovia uma perda significativa de peso corporal, acompanhada de
atrofia muscular, a qual era implicado o papel fundamental da proteina miostatina, uma vez
que a delecdo deste gene impedia completamente estes efeitos. Tem sido demonstrado que
miostatina (diferenciacdo do fator-8 do crescimento, GDF-8) ¢ uma das principais
proteinas que limita o crescimento muscular no organismo e tem sido implicada na perda
muscular provocada por diversas doengas, tais como cancer, HIV (Human
Immunodeficiency Virus) e distrofia muscular (TAYLOR et al., 2001; MCPHERRON et
al., 1997; CHELH et al., 2009). Ha evidéncias mostrando que a miostatina pode reduzir a
massa muscular por reduzir a sintese de proteina ¢ por estimular a via dependente de
ubiquitina-proteosoma (MCFARLANE et al., 2006). A miostatina ¢ considerada um
membro da superfamilia do TGF-B entre os fatores das proteinas que regulam
negativamente a massa do musculo esquelético. Esta proteina se liga ao receptor de
activina tipo Ila, que fosforila o receptor de activina tipo I que por sua vez induz a
traducdes intracelulares pela fosforilagdo de Smad 2/3 que, quando ativados, se dirigem ao
nucleo iniciando a transcri¢do de genes alvos. (MCPHERRON et al., 1997).

Os resultados de Gilson et al, (2007) estdo em acordo com os achados de
Salehian, et al (2006) que ja haviam demonstrado um papel importante da miostatina na
atrofia muscular, uma vez que os ratos tratados com glutamina reduziram em 50% a
expressdo da miostatina e consequentemente atenuaram em 50% da perda muscular
induzida por dexametasona. Artaza et al. (2002) observaram, em células C2C12, que o
aumento da miostatina induzida por glicocorticoides ¢ encontrado principalmente no
nucleo celular quando comparado ao citoplasma, sugerindo um papel de transcri¢do da
miostatina. Yang et al, (2007) demonstraram que a miostatina pode inibir a fosforilagdo de
PI3K ou AKT, reduzindo desse modo a sintese de proteinas que sdo dependentes deste
processo de sinalizacdo e, deste modo, reduz o processo de hipertrofia muscular.

Da mesma forma que a miostatina, outros fatores de degradagdo de proteina, tais
como a Atrogina-1 e Murf-1, também tém sido implicados na atrofia muscular induzida
por dexametasona (SACHECH et al., 2004; YAMAMOTO et al., 2008). No entanto, pouco
se sabe sobre qual destas proteinas € a principal responsavel pela atrofia induzida pela

dexametasona e, neste sentido, mais estudos sdo necessarios para compreender o papel das



proteinas catabdlicas no controle da atrofia muscular em animais tratados com
dexametasona.

Por outro lado existem proteinas que estdo diretamente envolvidas no processo de
crescimento muscular, ou seja, no desenvolvimento de hipertrofia muscular. Dentre estas
proteinas pode-se citar o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), proteina
quinase B (igualmente chamado de Akt) e a p70 S6K (PETLEY et al., 1999; ZHENG et
al., 2000).

O IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina-1) ¢ sintetizado
principalmente no figado, além de ser produzido também em varios tecidos locais
(ADAMS., 2002). Sua fungdo ¢ controlar o processo de sinalizagdo intracelular miogénica.
Desse modo, principalmente durante o exercicio, ¢ responsavel pelo processo de sintese
protéica, participa do crescimento muscular, além de regular as vias metabdlicas como a da
insulina. (BOFF., 2006). A hipertrofia induzida pelo IGF-1- ocorre por meio da via PI3-
kinase, que estimula a Akt que por sua vez, iniciard a sinaliza¢do na cascata de transdugao
necessdaria para diferenciacdo celular (BOFF., 2006). A proteina Akt pode tanto ativar a via
da mTor (proteina responsavel pelo aumento muscular) como inibir a via da FOXO
(proteina inibidora da hipertrofia). Se a mTor for ativada, ela ativara a p70S6k que, por sua
vez, promovera a sintese protéica (BODINE et al., 2001; ROMMEL et al., 2001).

Abaixo, a figura 1 mostra as vias de sinalizagdo responsaveis pela hipertrofia
muscular (verde) e atrofia muscular (vermelha).

Hypertrophy Signaling Atrophy Signaling
TNFa, 1L-1

\

| p38 | INF-KBl

Y

MAFbx MuRF1
atrogin-1

Protein Synthesis Protein Breakdown

Figura 1: Sinalizag¢do protéica responsavel pela hipertrofia ou atrofia muscular (Adaptado
de CLASS., 2005)
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Pouco se sabe sobre os efeitos do tratamento com dexametasona na expressao das
proteinas envolvidas no processo de hipertrofia muscular. YAMAMOTO et al., (2008)
demonstraram que o tratamento com dexametasona por 5 dias era capaz de reduzir
significativamente a expressdo génica de IGF-1 no musculo soleo de ratos. Da mesma
forma, Shakman et al (2008) encontraram recentemente uma diminuicao significativa da
expressdo de Akt, p70S6K e GSK-3B no musculo tibial anterior apos sete dias de
tratamento com dexametasona. Dados recentes do Laboratorio (Louzada, proc. n°
2008/00821-6) demonstraram que 10 dias de tratamento com a Dexa, apesar de determinar
atrofia muscular, ndo reduziram significativamente a expressdo proteica de p70S6 na
musculatura esquelética. Long, Wei e Barret (2001) demonstraram que o tratamento com
dexametasona (0.3g/kg/dia) durante 5 dias diminuia a sintese protéica e bloqueiava o
aumento na fosforilagdo da proteina p70S6 induzida pela insulina, embora o tratamento
ndo tenha alterado a expressdo dessa proteina no musculo esquelético. Do mesmo modo,
Shah, Kimbal e Jefferson et al (2000) observaram redu¢do na fracao de sintese protéica e
na fosforilacdo da proteina p70S6 no musculo iliopsoas de ratos tratados por 4 horas com
dexametasona (1g/kg). Portanto, mais estudos sdo necessarios para a compreensdo dos
efeitos da dexametasona nas proteinas responsaveis pelo crescimento muscular, uma vez
que na maioria dos trabalhos ocorre atrofia induzida pela droga, mas nem todos encontram

reducdo na expressao protéica.

1.2 Efeitos do Exercicio Fisico.

O exercicio fisico regular tem sido amplamente utilizado para tratamentos e
prevenc¢do de varias doengas, como asma, hipertensao, diabetes, obesidade (AMARAL et
al., 2000; MONTEIRO et al., 2004; ROLIN et al., 2007; COIMBRA, et al., 2008; ELIAS
et al., 2008; CLANS et al., 2009). Dentre seus diversos efeitos, a pratica regular de
exercicio fisico atua melhorando a captacdo periférica de glicose, diminui a resisténcia
vascular periférica, aumenta a sensibilidade a insulina e melhora o perfil lipidico (CLANS
et al., 2009; CHRISTOS et al., 2009; LOIMAALA et al., 2009; NUNES ¢ MELLO.,
2009).

Mediano et al (2007) observaram uma importante correlagio entre perda de peso e

melhora na aptidao fisica em mulheres obesas, o que refor¢a o efeito do exercicio fisico na
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perda de peso e consequentemente nos diversos distirbios associado a obesidade, como a

hipertensdo, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, diabetes tipo II e a dislipidemias.

No sistema nervoso simpatico o exercicio atua diminuindo significativamente a
atividade no nervo simpatico na musculatura esquelética em pacientes cardiopatas
(ROVEDA et al., 2003). Ja na musculatura esquelética, o exercicio promove a hipertrofia
muscular, aumentando o nimero de fibras, de vasos sanguineos e da quantidade de
mitocondrias. (HUNTER et al., 2005; ADAMS et al., 2007; AMARAL et al., 2008;).

Poucos estudos avaliaram o efeito do exercicio aerdbio na expressdo de proteinas
que controlam o processo de crescimento/atrofia muscular. Leiter et al. (2010)
demonstraram recentemente aumento das células satelites musculares no gastrocnémio em
ratos jovens treinados durante 3 semanas, mostrando dessa forma a possibilidade de sintese
proteica. Por outro lado, Durigan et al., (2009) evidenciaram que o exercicio fisico aerdbio
moderado, durante trés meses, foi capaz de diminuir significativamente a expressdo de
gene da Atrogina-1 e Murf-1 no musculo tibial anterior, em ratos com inflamagao alérgica
cronica do pulmao. Da mesma forma, Matsakas et al (2006) demonstraram que o exercicio
cronico aerobio diminuiu significativamente a expressdo de miostatina no musculo
gastrocnémico branco quando comparado com o exercicio agudo, e esta diminui¢do foi
maior no musculo com maior porcentagem de miostatina, ou seja, no branco quando
comparado ao vermelho.

Adams et al, (2007) e Heinemeier et al., (2007) demonstraram aumentos
significativo de IGF-1, MGF e MyoD, acompanhados de diminui¢des na expressao génica
da miostatina, apds a realizagdo de estimulos elétricos concéntricos, excéntricos e
isométricos por 4 a 5 dias. Sabe-se que uma unica sessdo de exercicio excéntrico ndo €
suficiente para diminuir a expressdo de RNAm da miostatina e da MyoD no musculo vasto
lateral (JENSKY et al., 2007). Nos individuos com insuficiéncia cardiaca o exercicio fisico
compensa os mecanismo envolvidos na perda muscular, no entanto ndo estdo totalmente
claros os mecanismo envolvidos, os possiveis sdo: sinalizacdo intracelular de IGF-1/
PI3k/AKT, estimuladores de sintese protéica promovido pelo exercicio fisico, ¢ a
diminui¢do dos niveis de RNAm de Murf-1 e Atrogina (BRUM et al, 2011).

Nos fatores positivos do crescimento muscular em exercicio aerébio, Neill et al
(1999) encontram que em 7 dias de treinamento em ciclo ergdmetro a 75% do VO2

maximo, os niveis de MHC estavam significativamente maiores, trés horas apos a ultima
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sessdo de treino. Ja em exercicio de resisténcia com intensidade moderada, realizada em
humanos, foi encontrado que o fator de formag¢do muscular (miogenina) nas células
satélites, estavam alto no musculo quadriceps (KADI et al, 2004). Do mesmo modo, Liu et
al (2008) mostraram que os fatores de crescimento muscular como os MGF, IGF-1, e
MyoD, ativados pela células satélites, estavam significativamente maiores apds a
realizacdo de exercicios de contragdo maxima durante seis semanas.

Recentes resultados do laboratorio (Louzada, proc. n® 2008/00821-6) demonstraram
que o exercicio fisico aerdbio foi capaz de aumentar a expressdo protéica de p70S6
somente no musculo tibial anterior, mas ndo no so6leo, no entanto, ndo observou hipertrofia
nestes musculos.

Os resultados de expressao protéica de p70S6 sdo ainda controversos na literatura.
Baar e Esser (1999) demonstraram o aumento da expressdao de p70S6 no musculo tibial
anterior e extensor digital longo de ratos machos ap6s estimulagdo elétrica com intensidade
semelhante ao exercicio de alta intensidade. Nader e Esser (2001) encontraram aumento na
fosforilagdo da proteina p70S6 no musculo tibial anterior em animais submetidos a
estimulagdo elétrica de baixa frequéncia. Por outro lado, quando submetidos a estimulacao
elétrica de alta frequéncia ou treinamento aerobio agudo de alta intensidade (~83% do VO,
maximo) ndo foi possivel observar alteracdo na expressdo da proteina p70S6, tanto no
musculo tibial anterior quanto no musculo séleo desses animais. Concordando com este
resultados, Li et al (2003) mostraram que os receptores de IGF-1, Akt e p70 estavam
significativamente diminuidos com o envelhecimento e o exercicio agudo nao foi capaz de
aumentar significativamente as espressoes de tais proteinas. Tem sido observado que a
maioria dos trabalhos que envolvem a expressdao da proteina p70S6 e da proteina p70S6 na
sua forma fosforilada realiza o treinamento resistido e ndo o aerdbio. Assim Terzis et al
(2008) observaram aumento na expressdo de p70S6 apds uma sessdo de 30 minutos de
exercicio resistido. Tannerstedt et al (2009) mostraram aumento significativo da expressao
de P70S6 nas fibras do tipo II apés uma e duas horas de uma Unica Unica sessdo de
exercicio resistido. Da mesma forma, Parkington et al. (2003) mostraram aumento
significativo na expressdo proteica de mTOR e p70S6 nos musculos tibial anterior e
plantar, apos estimulos elétricos. A p70S6, assim denominada quando encontrada no
citoplasma, esta significativamente elevada apds realizagcdo de exercicio resistido agudo na

fibra tipo II quando comparado a fibra tipo I (KOOPMAN et al., 2006), sugerindo que
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essa proteina ¢ fator que contribui para elevar a sintese de proteinas neste tipo de fibra
muscular.

Ainda nao estdo totalmente claros os efeitos do exercicio fisico nas proteinas
positivas e negativas ao crescimento muscular e, quase nada se sabe sobre a prevencao do
exercicio fisico na atrofia muscular causada pelos glicocorticoides.

Dados do laboratério (BAREL et al.,2010) mostraram que o tratamento de
dexametasona (Img/kg por dia) durante dez dias promoveu atrofia muscular nos musculos
com predominanica de fibras brancas ou mistas, que ndo foi atenuada pelo treinamento
fisico. Além disso, a expressao protéica de p70S6 estava aumentada no musculo TA tanto
de animais controles como de animais tratados com a droga (LOUZADA processo
FAPESP. n° 2008/00821-6), 0 que parece ndo contribuir efetivamente para evitar a atrofia
muscular nos animais tratados. Estes resultados conflitantes necessitam de mais estudos,
principalmente que verifiquem o balanco entre as proteinas que promovem hipertrofia e as

que promovem atrofia muscular.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO.

Os glicocorticoides sintéticos sdo amplamente utilizados no uso clinico, devido ao
seu potente efeito anti-alérgico e antinflamatorio. Entretanto, seu uso cronico, dependente
da dose e/ou tempo de administragdo, pode induzir diversos efeitos colaterais no
organismo, entre eles, resisténcia periférica a insulina, hiperglicemia, lipolise, perda de

peso, atrofia muscular e rarefagao.

A regulacdo miogénica ¢ dada pelo balanco de proteinas positivas e negativas do
crescimento muscular, ou seja, pelo controle de sintese e degradagao de proteina. Tem sido
demonstrado que o tratamento cronico com dexametasona promove atrofia muscular
principalmente por aumentar a expressao da Miostatina. Pouco se sabe sobre os efeitos da
dexametasona na expressdao de p70S6K. Por outro lado, o exercicio fisico pode aumentar
significativamente a expressao da p70S6K ou diminuir a expressdo de miostatina. Porém
nada se sabe sobre os efeitos preventivos do exercicio fisico nas vias que controlam a

homeostase muscular em ratos tratados com dexametasona.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar se o exercicio fisico realizado
anteriormente e concomitantemente ao tratamento com dexametasona, tem efeito
preventivo nas alteragdes de expressdo proteica de miostatina e p70S6K induzidas pela
dexametasona. A hipotese deste trabalho foi que o tratamento cronico com dexametasona
aumenta as expressoes de Miostatina e reduz a de p70S6K na musculatura esquelética.

Espera-se que o exercicio fisico atenue estes efeitos colaterais na musculatura esquelética.
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3. MATERIAIS E METODOS.

Foram utilizados ratos machos (Wistar) de 7-8 semanas de idade (200-250g,
jovens), provenientes do Biotério da UNESP no Campus de Botucatu. Durante todo o
protocolo, os animais foram mantidos em gaiolas com até cinco animais, no biotério do
Departamento de Biologia do campus da UNESP de Bauru, com ciclo claro escuro de
12:12 horas e temperatura controlada (22°C). Ragéo e adgua foram fornecidas at libitum. Os

ratos foram pesados semanalmente do inicio ao fim dos estudos (balanga Fillizola).

3.1 Avaliacao da capacidade fisica maxima dos animais.

A capacidade méxima foi avaliada de forma indireta por meio de teste de esforco
maximo (TEM) em esteira ergométrica. Apds um periodo inicial (10 dias), os ratos foram
adaptados e selecionados segundo sua habilidade em andar/correr na esteira ergométrica
adaptada para ratos (Inbramed, com 10 raias suspensas de ferro). Apos esta pré-selecao,
eles realizaram um teste de esfor¢o maximo (TEM-1), utilizando um protocolo escalonado
previamente validado e publicado por Silva et al (1997), com incrementos de 3 m/min a
cada 3 min. Depois de 4 semanas de treinamento, foi aplicado um novo TEM para
readequagcdo da carga de treino (TEM-2). Ao término dos 60 dias de protocolo
experimental, foi aplicado um novo teste de esforgo maximo (TEM-3) para se avaliar o
efeito do treinamento fisico antes do inicio do tratamento com a droga. A carga méaxima foi
determinada quando o animal ndo conseguia correr espontaneamente. Os ratos sedentarios
realizaram os testes de capacidade maxima no mesmo periodo que os treinados e
permaneceram sedentarios durante o periodo de treino. A Figura 2 representa a linha de

tempo do protocolo experimental desta pesquisa:
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Figura 2. Linha do tempo do protocolo experimental.

3.2 Grupos experimentais.

ApoOs a avaliagdo da capacidade fisica, os ratos foram pesados e divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais, seguindo protocolo de 70 dias.

Grupo 1: 20 animais que permaneceram sedentarios durante todo o periodo ¢ ndo
receberam tratamento com dexametasona (SC).

Grupo 2: 20 animais que ficaram sedentarios por todo o periodo e receberam
tratamento com dexametasona nos ultimos 10 dias (0,5mg / kg por dia, via-intraperitoneal)
—(SD).

Grupo 3: 20 animais que foram submetidos a um protocolo de treinamento fisico
por 8 semanas e nao receberam tratamento com dexametasona (TC)

Grupo 4: 20 animais que foram submetidos a um protocolo de treinamento fisico
por 8 semanas seguido de tratamento com dexametasona por 10 dias (0,5 mg / kg por dia,
via-intraperitoneal) — (TD). Os animais treinados continuaram treinando durante o periodo
de tratamento medicamentoso.

Os animais nao tratados com dexametasona receberam placebo pelo mesmo periodo
de treinamento.

OBS. A dose escolhida foi a metade da dose utilizada em trabalhos anteriores do
nosso laboratério com o intuito de verificar se os efeitos promovidos por esta dose menor

poderia ser revertida pelo exercicio.
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3.3 Protocolo de treinamento fisico.

O treinamento fisico foi realizado em esteira ergométrica durante uma hora por dia,
por 8 semanas, com intensidade de 60 % da velocidade maxima atingida no teste de
esforco. A velocidade e o tempo de treinamento foram aumentados gradativamente a cada
dia, sendo que na segunda semana de treino os animais ja estavam realizando o treino na
intensidade e tempo desejados. A intensidade do treinamento foi readaptada apos 4
semanas de treinamento. Os ratos sedentarios permaneceram sedentarios durante o periodo

de treino.

3.4 Determinacao da Glicemia de Jejum

Apds 12 horas de jejum os animais foram submetidos a avaliacdo da glicemia de
jejum. Foi realizado um pequeno furo com uma agulha na cauda de cada animal para que
pudesse ser colhida uma unica gota de sangue. A glicemia dos animais foi aferida com
glicosimetro “One-Touch” Ultra (Johnson & Johnson).

A avaliacdo da glicemia foi realizada antes e apds 8 semanas do treinamento fisico

e antes e apods do tratamento com dexametasona).

3.5 Retirada dos musculos esqueléticos.

Os animais foram eutanasiados por excesso de anestésioco ANASEDAN®
(cloridrato de xilasina) e DOPALEN® (cloridrato de quetamina), VETBRANDS do Brasil
(1:1, Img/kg de peso corporal).

Apos a eutandsia, os musculos esqueléticos tibial anterior e soleo foram removidos
e pesados imediatamente para a determina¢do da massa magra dos animais em estudo. A
Tibia foi cuidadosamente dissecada e medida (cm) para normalizagdo dos pesos dos

musculos. Amostras dos musculos esqueléticos tibial anterior (TA) e séleo (SOL) foram
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homogeneizadas imediatamente apos a retirada com um homogeneizador Polytron em uma
solugdo RIPA concentrado 10x contendo: 0.5M Tris-HCI, pH 7.4, 1.5M NacCl, 2.5% acido
deoxicolico, 10% NP-40, 10mM EDTA e adicionado 1% de PMSF na hora de usar.

As amostras foram centrifugadas a 10.000g por 5 minutos ¢ em seguida o
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo, que foi armazenado em freezer
a -20°C para futuras andlises de expressao proteica. Os tecidos ndo homogeneizados foram

armazenados em freezer -80°C.

3.6 Protocolo de dosagem de proteina.

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford utilizando um
kit comercial (Bio-Rad Kit, Hercules, CA) com albumina como padrdo, como previamente
publicado (AMARAL et al., 2001). Este procedimento foi realizado em colaboragao com o
Laboratoério do Prof. Livre Docente Carlos Ferreira dos Santos, na FOB/USP. Apds a
dosagem as amostras foram estocadas a —20°C até serem utilizadas para os experimentos

de Western Blotting.

3.7 Procedimentos de Western Blotting.

A proteina foi eletroforeticamente separada por tamanho, usando-se um sistema de
gel de poliacrilamida conforme publicagdo prévia do laboratério (AMARAL et al, 2001b).
Basicamente, foi utilizado um gel com duas camadas de poliacrilamida, em diferentes
concentragdes: 5% na camada superior e 12% (Miostatina) e 10% (p70S6) na camada
inferior. A solugdo tampao de transferéncia consistiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de
Tris, 0,1% de SDS, pH 8,3. As amostras (30 pug para Miostatina e 30 pg para p70S6) foram
colocadas para correr por 50 minutos a 200 V. Marcadores de peso molecular foram
simultaneamente utilizados como tamanho padrdo. As proteinas foram transferidas
eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose com aplicacdo de corrente de
120V por 1 hora e meia em um tampao que consistiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de

Tris, 20% de metanol, pH 8,3. Logo ap0s a transferéncia, a equivaléncia da quantidade de
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proteina colocada em cada coluna foi conferida com a colocacdo com Ponceau. As
membranas foram lavadas em solucdo basal (Tris 1M, NaCl 5M, Tween 20), bloqueadas
em solucdo a 5% de leite sem gordura em solugdo basal por 2 horas e incubadas por toda a
noite, a 4°C, com dilui¢do apropriada do anticorpo anti-miostatina (1:500, em leite
desnatado) e anticorpo monoclonal para sequéncias de p70S6 humano (1:700, em
albumina). As membranas foram entdo lavadas e incubadas com um anticorpo secundario,
IgG anti-mouse e anti habbit (Miostina e p70S6, respectivamente), por 2 horas. O
anticorpo foi detectado por luminescéncia quimica aumentada (Super signal Pico) e as
membranas foram expostas a filme de radiografia. As bandas foram analisadas utilizando

um programa de computador (Scion Image, Corporation)

3.8 Métodos estatisticos.

Todos os resultados foram apresentados como média =+ EPM. Para todos os
experimentos foi utilizada a anélise de variancia de dois caminhos (ANOVA). Nas andlises
de comportamento de peso e capacidade maxima foi utilizada a analise de variancia de dois
caminhos (ANOVA) com medidas repetidas. Nas amostras que apresentaram diferencas
significativas foi utilizado o post-hoc de Tukey. O nivel de significdncia considerado foi de

p <0,05.
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4. RESULTADOS.

A figura 3 representa o resultado dos 4 testes maximos realizados na esteira durante
o periodo de treinamento fisico, expresso em minutos. Pode-se observar um aumento
significativo dos valores de tempo de exercicio nos grupos TC, quando comparados ao
inicio do treinamento (de 10 = 1 min para 13,2 £ 0,6 min, no TEM-2, 18,6 + 0,6 min, no
TEM-3 e para 19,7 + 0,8 min no TEM-4, p<0,05). Da mesma forma, o grupo TD também
aumentou seu desempenho na esteira (de 9,5 + 0,8 min para 14,6 + 0,5 min, no TEM-2, 18
+ 0,8 min no TEM-3 para 20,4 = 1,6 no TEM-4, P<0,05). Para o grupo sedentario controle
(SC) observa-se diminuicao significativa, quando comparado com o inicio do treinamento
(de 10,6 = 0,6 min para 7,5 + 0,5 no TEM-2, 7,4 + 0,6 min no TEM-3 para 6,8 +0,5 min no
TEM-4), assim como para o grupo tratado (SD: 10+ 0,5 min para 7,2+0,5 min para o TEM-
2, 8,4+0,5 min doTEM-3 para 5,8+0,7 min no TEM-4 ) ¢ importante ressaltar que todos os
grupos partiram de valores semelhantes no inicio do treinamento, o que garante a
homogeneidade dos grupos. Os grupos sedentarios ndo alteraram significativamente sua
capacidade fisica como pode ser observados (SC e SD). Vale ressaltar que o tratamento

com dexametasona ndo alterou a capacidade fisica dos animais, como observado na Figura

3 (SD e TD)
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Figura 3: Capacidade fisica avaliada em minutos na esteira ergométrica nos testes maximos
realizados durante o protocolo experimental. Avaliagdes 1,2,3 e 4 correspondem aos TEM-1, TEM-
2, TEM-3 e TEM-4. Nos grupos sedentario controle (SC, n=20), sedentario tratado com
dexametasona (SD, n=20), treinado controle (TC, n=20) e treinado tratado com dexametasona (TD,
n=20) do TEM-1 ao TEM-3. Apenas 10 ratos de cada grupo realizaram o TEM-4. Significancia: #
vs inicio p<0,05, * vs controle p<0,05, + vs sedentario p<0,05.
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A figura 4 mostra a variagdo (delta) da distancia percorrida entre o 3° ¢ 1° TEM
nos grupos treinados (de 115 + 16 m no TEM-1 para 336 + 22 m no TEM-3) e sedentérios
(de 121 £ 11 m no TEM-1 para 78 = 9 m no TEM-3).

300 - * ;
I Scdentarios

200 ~ I Treinados

100 -

metros

-100

=200 -

Figura 4: Variag¢do da distancia percorrida em metros entre a realizagao do terceiro teste maximo
(TEM-3) e o primeiro teste maximo (TEM-1) nos grupos avaliados: treinados (n=40) e sedentarios
(n=40). Significancia: *p < 0,05.

O comportamento do aumento de peso corporal durante as 8 semanas de
treinamento foi semelhante entre os grupos, como pode ser observado na Figura 5 (SC: 292
+ 13 para 401 + 20g; SD: 301+11 para 412 £15 g; TC: 279 £ 16 para 419 + 24 g; TD: 305
+ 9 para 383 £+ 18 g, respectivamente para 1? e 8* semana de treino). Importante ressaltar

que os pesos corporais dos 4 grupos eram semelhantes no inicio do treinamento.

O tratamento com dexametasona determinou reducao significativa do peso corporal
nos animais sedentarios (de 417+10 para 342+8g) e treinados (de 396 + 10 para 334 + 8g),
respectivamente entre o primeiro e ultimo dia de tratamento, como observado na figura 5.
Pode-se observar que a reducdo de peso corporal, no grupo SD e TD foi significativa a
partir do 4° dia de tratamento, (SD: 417+10 para 39949 g; TD: 396+10 para 3769,

primeiro e quarto dia, respectivamente).
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Figura 5: Comportamento do peso corporal durante as 8 semanas de treinamento fisico (painel
esquerdo) e no periodo de tratamento com dexametasona (10 dias, painel direito) nos grupos
sedentario controle (SC, n=20), sedentario tratado com dexametasona (SD, n=20), treinado controle
(TC, n=20) e treinado tratado com dexametasona (TD, n=20). Significancia: # vs inicio,* vs
controle, p<0,05.

O treinamento fisico ndo atenuou a perda de peso corporal, uma vez que os animais
SD e TD apresentaram valores de PC menores que seus respectivos controles no final do
tratamento. A Figura 6 ilustra os valores de PC no dia do sacrificio. Pode-se observar que
houve perda significativa de 21% no PC no grupo TD quando comparado com seu
controle, ja para o grupo SD a perda significativa foi de 25% quando comparado com seu

controle.
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Figura 6: Valores de peso corporal de todos os ratos no dia do experimento. Sedentario controle
(SC, n=20), sedentario tratado com dexametasona (SD, n=18), treinado controle (TC, n=19) e
treinado tratado com dexametasona (TD, n=16). Significancia :* vs controle, p<0,05.
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A Figura 7 mostra os valores de glicemia analisados durante o protocolo
experimental. Durante as primeiras 8 semanas de treinamento fisico, pode-se observar que
ndo houve variagdo significativa nos valores de glicemia basal. Por outro lado, a
dexametasona determinou aumento significativo da glicemia de jejum nos grupos SD (de
83 + 2 mg/dL para 135 £ 9 mg/dL, p<0,05) e TD (de 86 + 2 mg/dL para 104 = 8 mg/dL,
p<0,05). No entanto, o aumento observado no grupo TD foi significativamente menor que
o observado no grupo SD, demonstrando uma atenuacdo do aumento da glicemia nos

grupos treinados (104 + 8 mg/dL vs 135 + 9 mg/dL, para TD vs SD, p<0,05).
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Figura 7 Valores de glicemia de jejum nas avaliagdes: 1-antes do treinamento; 2- antes tratamento
e 3- apods tratamento, nos diferentes grupos analisados: SC (n=20), SD (n=20), TC (n=20) e TD
(n=20). Significancia: # vs inicio do tratamento, * vS controle, + VS sedentario, p<0,05.
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Figura 8: Valores de peso muscular: A- musculo Soéleo (SOL) e B-Tibial Anterior (TA)
normalizados pelo tamanho da tibia (cm) em todos os grupos analisados: SC (n=20), SD (n=20),
TC (n=20), TD (n=20). Significancia: * vs controle, p< 0,05.
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Da mesma forma que o observado no peso corporal, o tratamento com
dexametasona determinou redugdo significativa do peso muscular, como pode ser
observado na Figura 8 para o musculo TA. O efeito da dexametasona no peso do TA foi de
23% nos sedentarios e de 20% para os treinados, o que demonstra que o treinamento fisico

ndo foi efetivo para evitar a perda do peso do TA.

Resultados relativos a expressao protéica:
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Figura 9: Painel superior. Gel representativo dos resultados de Western Blot para a proteina
Miostatina (PM 12kDa) no musculo tibial anterior (A) e soleo (B). Painel inferior: Analise
quantitativa da expressdo da proteina Miostatina dos animais dos grupos sedentario controle (SC,
n=20, 20), sedentario tratado com dexametasona (SD, n=14 e 10), treinado controle (TC, n=15 ¢
12) e treinado tratado com dexametasona (TD, n=14 e 8) no musculo tibial anterior (TA) =A e
soleo (SOL)=B, respectivamente. Significancia: + vs sedentario, p<0,05.

Durante inicio das analises, foi necessaria a realiza¢do da padronizagdo do método
de andlise de proteina para Miostatina pelo procedimento de Western Blot. Como ndo era
uma proteina analisada corriqueiramente no laboratorio, foi utilizado um periodo inicial
para algumas padronizagdes, tais como: a % de gel de poliacrilamida mais adequada para o
peso molecular da proteina (12%, 30kD), a melhor quantidade de proteina para correr no
gel (30png), o melhor tempo de corrida de eletroforese (40 min, a 200V) e a dilui¢do mais
adequada dos anticorpos (1:500 Ab primario e 1:10.000, Ab secundario, anti-mouse).
Assim como para a proteina miostatina, houve um periodo de padronizagdo para a proteina

p70S6, principalmente para identificar a melhor concentragdo de anticorpo primario
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(1:700) e secundario (1:5000), uma vez que d4 mesma forma que a miostatina, a p70S6

ndo era uma proteina analisada com frenquéncia.

A Figura 9 ilustra os resultados da quantificacdo da expressdo protéica da
Miostatina no musculo tibial anterior e séleo (TA e SOL), com um nuimero de ratos
analisado maior (n= £ 15 ratos por grupo) quando comparado com os dados do relatorio
parcial (n=3 ratos por grupo). Pode-se observar que ndo houve diferenga significativa da
expressdo protéica da Miostatina no musculo TA nos grupos estudados. Por outro lado, no
musculo SOL a expressao protéica estd significativamente maior no grupo treinado (TC e

TD).
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Figura 10: Painel superior. Gel representativo dos resultados de Western Blot para a proteina
p70S6 (PM 70-85 kDa) no musculo tibial anterior (A) e s6leo (B). Painel inferior: Analise
quantitativa da expressdo da proteina p70S6 no musculo tibial anterior (TA) =A e sdleo (SOL)=B,
respectivamente, nos animais dos grupos sedentario controle (SC, n=20, n=20), sedentario tratado
com dexametasona (SD, n=17 e n=11), treinado controle (TC, n=15 e n= 12) e treinado tratado com
dexametasona (TD, n=13 e n=10)

A figura 10 ilustra que o tratamento com dexametasona ndo modificou

significativamente a expressao da proteina p70S6 em nenhum dos musculos avaliados.
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5. DISCUSSAO

Os principais resultados do presente projeto mostraram que o tratamento com
0,5mg/kg por dia de dexametasona promoveu aumento da glicemia de jejum, reducdo de
peso corporal e atrofia muscular no TA. O treinamento fisico aerdbio, realizado anterior e
concomitante ao tratamento farmacologico, foi eficiente em atenuar o aumento da glicemia
nos ratos tratados, mostrando o papel preventivo do exercicio no aumento dos valores
glicémicos. Por outro lado, o exercicio cronico nao foi efetivo em evitar a reducao do peso
corporal nem tampouco a atrofia muscular. Com o intuito de investigar um dos
mecanismos da atrofia muscular, a analise da expressao protéica de miostatina e P70S6 foi
realizada e pode-se observar que o tratamento com dexametasona ndo determinou aumento
de miostatina nem reducdo de P70S6. Da mesma forma, o exercicio fisico ndo alterou a
expressdo destas proteinas nos animais tratados. Estes resultados sugerem que a atrofia
muscular, presente nos animais apos 10 dias de tratamento com dexametasona, deve ser

resultado de uma combinagdo de outros mecanismos diferentes de miostatina e P70S6.

O uso cronico da dexametasona como terapia farmac€utica para processos
inflamatorios e alérgicos vem sendo amplamente utilizada. Varios sdo os efeitos colaterais
do seu uso crénico, como aumento da resisténcia periférica a insulina, hiperinsulimenia,
diminui¢do de peso corporal, atrofia muscular, entre outros. (AHTIKOSKI et al., 2004;
LUNDGREN et al., 2004; CRESPILHO et al., 2006; GILSON et al., 2007; RAFACHO et
al., 2007; YAMAMOTO et al., 2008; LOUZADA et al, 2009, DIONISIO et al, 2009;
BAREL et al., 2010).

Um dos principais efeitos da dexametasona observados na literatura € no nosso
laboratorio ¢ o aumento significativo da glicemia de jejum dos animais (BAREL et al.,
2010; LOUZADA et al, 2009; DIONISIO et al, 2010; SANTOS et al, 2007; GIOZZET et
al, 2008). Resultados recentes do laboratorio (BAREL et al., 2010) demonstraram que
Img/kg por dia de dexametasona era capaz de aumentar em 136% a glicemia de jejum dos
animais. Os resultados do presente trabalho confirmam estes resultados e demonstram de
forma coerente que, em doses menores, a droga produz menores efeitos. Neste presente
estudo, 0,5 mg/kg por dia determinou aumento significativo na glicemia dos animais
sedentarios de +62%. Os animais que foram treinados previamente ao tratamento também

aumentaram seus valores de glicemia de jejum, mas em porcentagens bem menores
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(+20%), como observado anteriormente no estudo de Barel et al (2010), onde os treinados
aumentaram somente 97% Vs 136% nos sedentarios. Portanto, estes resultados demonstram
um efeito protetor promovido pelo exercicio fisico.

Os resultados anteriores de nosso laboratorio haviam demonstrado que 1mg/kg por
dia de dexametasona eram capazes de reduzir significativamente o peso corporal e
muscular e que o exercicio ndo era efetivo em atenuar estes efeitos (BAREL et al, 2010).
Uma de nossas hipoteses era que em doses menores o exercicio pudesse ter um efeito mais
expressivo sobre estas variaveis. No entanto, as analises estudadas, mostraram que o uso de
dexametasona durante 10 dias (0,5mg/kg) causou perda significativa de peso corporal nos
dias de tratamento (18%) e de peso muscular, que ndo foi evitada pelo exercicio.
Concordando com estes resultados, Ma et al, (2003), utilizando uma dosagem de 0,6 mg/kg
por dia de dexametasona, também encontraram perda significativa de peso corporal nos
animais (-4%). Uma das diferengas observadas entre os resultados do presente estudo e os
encontrados anteriormente pelo laboratério em dosagens maiores € que o efeito da droga
acontece mais tardiamente, ou seja, com 1 mg/kg os efeitos surgem a partir do primeiro dia
de tratamento (BAREL et al, 2010) ou a partir do terceiro dia (GILSON et al 2007) e, com
dose 50% menor, a reducdo de PC somente ¢ observada a partir do quarto dia de

tratamento, como observado no presente trabalho.

Uma das possiveis causas de perda do peso corporal apds tratamento com a
dexametasona ¢ a reducao da ingesta alimentar, uma vez que a dexametasona pode
diminuir os niveis do neuropeptideoY (NPY) e do hormdnio corticotropina (CRH) no
nucleo paraventricular (PVN) (MCKIBBIN, COTTON, MCCARTHY et al. 1992;
MICHEL e CABANAC, 1999; GINSBERG, CAMPEAU, DAY et al. 2003; KARSSEN,
MEIJER, BERRY et al. 2005). O NPY e o hormoénio liberador de corticotropina (CRH)
regulam o apetite e a termogénese no hipotdlamo, mais especificamente no ntcleo

paraventricular (PVN).

A atrofia muscular tem sido apontada como um desbalango entre fatores positivos e
negativos que controlam o crescimento muscular. Existem vérias proteinas envolvidas no
processo de atrofia (Miostatina, Atrogina-1 e Murf-1, entre outras) ou hipertrofia muscular
(IGF-1, p70S6K, AKT, mTOR, entre outras), no entanto, o papel da dexametasona no
controle deste balango ainda ndo esta totalmente estabelecido. Resultados recentes do

laboratorio (LOUZADA et al, 2009, DIONISIO et al, 2009; BAREL et al., 2010) tém
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demonstrado constantemente que existe uma redugdo significativa de peso muscular dos
ratos tratados por 10 dias com Img/kg por dia de dexametasona, que ndo ¢ atenuada pelo
exercicio fisico, entretanto, o papel da dexametasona ou do exercicio no controle deste
balang¢o ainda nao esta totalmente estabelecido.

A miostatina tem sido apontada como uma importante proteina no controle da
atrofia muscular, uma vez que animais “knockout” para este gene ndo apresentam atrofia
muscular induzida pela dexametasona (GILSON et al, 2007). Alguns estudos apontam o
aumento da expressao da proteina miostatina promovida pelo uso de glicocorticoides apos
5 dias de tratamento (SALEHIAN et al, 2006 ¢ MA et al., 2003). Por outro lado, Smith et
al, (2010), recentemente ndo encontraram alteragdo significativa na expressao protéica da
miostatina no musculo EDL, ap6s duas horas de tratamento com dexametasona (10mg/kg).
Os resultados do presente estudo concordam com os achados de Smith et al. (2010) e
demonstram que a expressao da miostatina ndo estava aumentada no grupo sedentario (SD)
no TA e Sol apés 10 dias de tratamento. De acordo com os estudos de Ma et al. (2003), a
miostatina apresenta uma resposta bifasica apds tratamento com dexametasona, ou seja, 5
dias de tratamento aumenta a expressao genética e protéica de miostatina, no entanto, estes
valores retornavam aos basais ap6s 10 dias. Portanto, acredita-se que a miostatina tenha
um papel no inicio do processo da atrofia muscular, mas cronicamente ndo parece ter mais
relevancia. Nada se sabe sobre os efeitos preventivos do exercicio aerobio na expressao

desta proteina apos tratamento com dexametasona.

Sabe-se que uma Unica sessdo de exercicio excéntrico ndo ¢ suficiente para
diminuir a expressdo génica da miostatina no musculo vasto lateral (JENSKY et al., 2007).
Por outro lado, Heinermeier et al. (2009) mostraram diminui¢do da expressao génica da
miostatina no musculo gastrocnémico apos 4 dias consecutivos de estimulos elétricos
concéntricos, excéntricos e isométricos. Matsakas et al (2006) demonstraram diminui¢do
significativa de RNAm de miostatina nos musculos gastrocnémico e vasto lateral, apos 5
dias de treinamento aerdbio. Mais recentemente, Konopta et al, (2010) mostraram
diminui¢do significativa da expressao de miostatina em mulheres idosas apds realizagao de

exercicio fisico aerobio durante 12 semanas.

No presente trabalho ndo houve diminuigdo significativa na expressao protéica da
miostatina apds o periodo de treinamento no musculo TA. Achados similares foram

encontrados por Bueno et al. (2011) e Leiter et al. (2010) que recentemente mostraram que
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ndo houve diminuigdo significativa na expressao protéica da miostatina no musculo tibial
(Leiter et al., 2010) e no gastrocnémico branco (Bueno et al., 2011) ap6s 3 semanas de
treinamento aerobio. Por outro lado, Bueno et al. (2011) evidenciaram que a miostatina ¢
também expressa no tecido adiposo. Neste sentido, estes autores confirmaram que a
miostatina estava aumentada no tecido adiposo em ratos obesos e diminuida quando estes
animais realizaram exercicio aerobio. Lenk et al. (2009) encontraram diminuigdo da
miostatina no coragdo ¢ no musculo gastrocnémico em ratos com insuficiéncia cardiaca
treinados durante quatro semanas, entretanto, ndo houve diferenca significativa em ratos
treinados e sedentarios controles. Desta forma pode-se evidenciar que os efeitos do
exercicio na expressdo protéica de miostatina ainda ¢ controverso. Tem sido encontrado
redu¢do da miostatina apos a pratica de exercicio fisico (HEINERMEIER et al., 2009;
MATSAKAS et al; 2006; KONOPTA et al., 2010), ndo alteragdo (BUENO et al., 2011;
LEITER et al.,2011) ou ainda aumento da expressdo da miostatina ap6s a pratica de

exercicio fisico (WILLOUGHBY et al., 2004; PETERS et al., 2003).

Willoughby (2004) encontraram aumento significativo do RNAm e no conteudo da
miostatina, tanto no musculo como no plasma, ap6s 12 semanas de treinamento resistido
de alta intensidade (85-90% 1RM). Além disso, este autor (WILLOUGHBY, 2004)
encontrou aumento significativo de cortisol e receptores de cortisol apods treinamento
fisico, sugerindo que a pratica regular de exercicios de alta intensidade possui relacdo
direta com o aumento do cortisol e da miostatina. Por outro lado, Jensky et al. (2010)
recentemente mostraram que ap6s realizagdo de exercicio excéntrico e concéntrico em
mulheres a expressdo génica da miostatina ndo estava modificada em nenhum dos
protocolo de treinamento. J4 Wilborn et al. (2009) encontraram, apds 6 horas da sessao de
exercicio de resisténcia (60-85%), diminuigcdo significativa do gene da miostatina
(RNAm). O presente estudo e os resultados dos estudos acima citados sugerem que a
expressdo de miostatina responde diferentemente ao tipo, duracdo e intensidade de

exercicio fisico.

O principal objetivo desse trabalho foi verificar se a realizagdo de exercicio fisico
aerobio, realizado antes e durante o tratamento com glicocorticoide, pudesse prevenir ou
atenuar a atrofia muscular diminuindo a via catabolica (miostatina) ou aumentando a via
anabolica (p70S6). Entretanto, o presente estudo demonstrou que houve aumento

significativo na expressdo de miostatina no musculo SOL dos animais treinados,



35

independente do tratamento. Interessante notar que neste musculo (SOL) ndo houve
atrofia. Por outro lado, no TA, houve atrofia muscular sem alteracdo nos niveis de
miostatina, nem nos animais sedentdrios nem nos treinados. Estes resultados, em conjunto
com os achados de Ma et al. (2003), sugerem que a miostatina pode ser importante no
inicio do processo de atrofia muscular, mas apds 10 dias outros fatores devem estar
atuando para manter a redugdo significativa de peso muscular observada nos animais

tratados.

Estudos na literatura demonstram que o exercicio fisico aumenta a expressao de
proteinas positiva (p70S6K) e diminui a negativa (Miostatina) do crescimento
(TANNERSTEDT et al, 2009; NADER e ESSER, 2001; MATSAKAS et al, 2006), mas
seus resultados ainda sdo limitados ¢ controversos. A atividade da sinalizagdo na cascata
que controla sintese de proteina ¢ altamente determinada pela fosforilagio da mTOR e
subsequente ativagao da p70S6 (ROSCHEL et al., 2011; PARKINGTON et al., 2003,
dessa forma a proteina p70S6 parece desempenhar um papel importante na regulacdo da
hipertrofia muscular induzida pela contragdo. A p70S6 ¢ assim denominada quando
encontrada no citoplasma e sua precursora ¢ a proteina S6K1 (LASER et al., 1998).
Koopman et al. (2006), usando técnicas de imuno-histoquimica, encontraram aumento
significativo de p70S6 apos 2 horas de exercicio resistido moderado (menor que 75% de
I1RM) no musculo vasto lateral (tipo de fibra II). Este resultado ndo foi confirmado por
Roschel et al., (2011), os quais nao encontraram aumento protéico de p70S6 total, mTOrR
e pAKT no musculo vasto lateral. Estes autores encontraram somente aumento nas
proteinas fosforiladas. Por outro lado, Parkington et al. (2003) haviam encontrado aumento
significativo da p70S6 em musculos de predominancia de fibras brancas (TA e plantar)
apo6s estimulo elétricos. Tem sido especulado que a resposta por exercicio de resisténcia ¢
especifico para a fibra muscular tipo II (PARKINGTON et al., 2003; BAAR e ESSER.,
1999; TANNERSTEDT., et al 2009) sugerindo que os musculos de fibras II podem ser
mais responsivos a hipertrofia neste modelo de treinamento que os musculos de fibra tipo
I, porém quase nada se sabe sobre efeitos do exercicio aerdbio. O presente estudo mostrou
que, diferentemente do treinamento resistido, o aerdbio ndo aumentou significativamente a
expressdo protéica total de p70S6 no musculo de fibra do tipo II (TA) nem no musculo de

fibra tipo I (SOL).
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Tem sido demonstrado que a resposta celular da insulina envolve interacdo com
hormdnios, receptores e subsequentes ativacdes intracelulares, entre essas ativagdes
encontra-se a p70S6 (WU et al., 2004; DARDEVET et al., 1999, RICHTER et al., 2001;
JESSEN et al., 2003; ROSCHEL et al, 2010). Long, Wei e Barret (2001) encontraram
diminuicdo da sintese protéica apds tratamento com dexametasona durante 5 dias. O
tratamento bloqueava o aumento na fosforilacdo da proteina p70S6 induzida pela insulina,
embora o tratamento por si mesmo nao tenha alterado a expressdo dessa proteina no
musculo esquelético. Wu et al. (2004) encontraram diminui¢do significante na expressao
de p70S6 fosforilada no miocardio de ratos adrenalectomizados, valores estes que foram
aumentados quando estimulados pela insulina. Da mesma forma, Dardevet et al. (1999) ja
haviam encontrado aumento significativo na p70S6 no musculo epitroclear quando
estimulado por insulina, entretanto esse aumento foi significativamente menor quando
dexametasona foi administrada por 4 dias. Estes estudos nos permitem sugerir que a
dexametasona parece atuar na acdo da insulina e ndo na expressdo da proteina, e que a

dexametasona possui modulagdes diferentes que os efeitos da insulina.
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6. CONCLUSAO

Os dados do presente trabalho nos permitem sugerir que nem a miostatina nem a
P70S6 parecem estar envolvidas na atrofia no musculo tibial anterior (TA) induzida por 10
dias de tratamento. O treinamento fisico, por sua vez, também ndo determinou alteragdo
significativa na expressdo protéica destas proteinas e ndo atenuou a atrofia muscular
presente no TA. Mais estudos serdo necessarios para identificar e elucidar o os
mecanismos responsaveis pela atrofia muscular induzida pela dexametasona e o possivel
papel do exercicio neste efeito colateral. Estudos com exercicio resistido estdo sendo
iniciados em nosso laboratdrio para verificar se o tipo de exercicio pode ter um papel mais

significativo na atenuagdo da atrofia muscular nestes animais.
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