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RESUMO

O uso de glicocorticoides como tratamento de quadros inflamatérios e alérgicos tem
sido uma constante na atualidade, embora, cronicamente provoque varios efeitos
colaterais como resisténcia periférica a insulina, hiperglicemia e hiperinsulinemia,
hipertensao, dislipidemia, perda de peso corporal e atrofia muscular. Por outro lado o
treinamento resistido (TR) tem sido recomendado como tratamento nao
farmacolégico em alguns estados patologicos, embora pouco se conhega sobre seus
efeitos sobre a atrofia muscular induzida pelo tratamento crénico com dexametasona
(DEX). O objetivo principal deste trabalho foi verificar o efeito preventivo do TR a
80% do carregamento maximo sobre a atrofia muscular induzida pela DEX, bem
COMO 0S mecanismos responsaveis por esta resposta. Foram utilizados 43 ratos
Wistar (200-250g) distribuidos em 4 grupos: sedentario controle (SC), sedentario
tratado com DEX (SD), treinado controle (TC) e treinado tratado com DEX (TD).
Apds um periodo de adaptacédo na escada, foi realizado um teste de carregamento
maximo (TCM) para determinagdo da intensidade do treino. Em seguida, os ratos
foram submetidos ao treinamento resistido (80% da capacidade maxima, 4
dias/semana, 70 dias) ou mantidos sedentarios. Os TCM foram realizados no inicio
do protocolo experimental, apds 4 semanas, antes e apds o tratamento com DEX.
Nos ultimos 10 dias, os animais receberam DEX (0,5 mg/kg por dia, i.p.) ou solugao
salina. Ap6s 24 horas da ultima sessao de exercicio, os animais foram eutanasiados
e os musculos flexor longo do halux (FHL), tibial anterior (TA) e soleo (SOL) foram
coletados, pesados e seus valores normalizados pelo tamanho da tibia. Analisamos
a produgdo das proteinas mTOR, p70S6K, FOXO3a, Atrogina-1 e MuRF-1. Os
resultados sao apresentados como média + EPM, a<0,05. A DEX provocou redugao
do peso da glandula adrenal (-47%), peso corporal (-21%) e ingestado alimentar (-
28%). O TR aumentou a capacidade fisica dos animais treinados (+215%). O
tratamento com DEX reduziu a massa muscular do FHL e TA (-19,6% e -17,7%,
respectivamente), que foi associada ao aumento da proteina MuRF-1 (+37% e
+45,5%, respectivamente), ndo foram observadas alteragdes nas proteinas mTOR,
p70S6K, FOXO3a e Atrogina-1 apds o tratamento com DEX. O TR foi capaz de
atenuar a atrofia no musculo FHL, pois conseguiu bloquear o aumento da proteina
MuRF-1 (-3,5%), além de aumentar os niveis de mTOR (+63% para TC e TD) e
p70S6K (+46% e +49% para TC e TD, respectivamente), embora nao tenha alterado
os valores de FOXO3a e Atrogina-1. O musculo SOL n&o foi alterado nem pelo
tratamento nem pelo treinamento. Portanto, os resultados obtidos até o presente
momento permite-nos sugerir que a atrofia observada nos musculos TA e FHL
causadas por 10 dias de tratamento com DEX pode estar associada ao aumento da
proteina MuRF-1. Por sua vez, o TR foi capaz de prevenir a atrofia no musculo FHL
em decorréncia do aumento de mTOR e p70S6K somados a manutencdo dos
valores de MuRF-1.

Palavras chave: Treinamento resistido em escada, Atrofia muscular,
Glicocorticoides.



ABSTRACT

The use of glucocorticoids as treatment for allergic and inflammatory conditions has
become commom nowadays, although, chronically it can causes many side effects
such as peripheral insulin resistance, hyperglycemia and hyperinsulinemia,
hypertension, dyslipidemia, body weight loss and muscle atrophy. On the other hand,
resistance training (RT) has been recommended as non-pharmacological treatment
for some pathological conditions, however little is known about its effects on muscle
atrophy induced by chronic treatment with dexamethasone (DEX). The aim of this
study was to verify the preventive effect of RT (80% of maximal carrying capacity) on
DEX-induced muscle atrophy as well as the responsible mechanisms for this
response. Forty-three wistar rats (200-250g) were allocated into four groups:
sedentary control (SC), sedentary treated with DEX (SD), trained control (TC) and
trained treated with DEX (TD). After a familiarization period on the ladder, a maximal
voluntary carrying capacity test (MVCC) was performed to determinate the training
intensity and the rats underwent or RT (80% MCCT, 4 days/week, 70 days) or
remained sedentary. The MVCC was performed in the beginning, after 4 weeks,
before and after the DEX treatment. Through the last ten days, the animals received
DEX (0.5 mg/kg/day, i.p.) or saline solution. After 24 hours of the last training
session, the animals were euthanized and the flexor hallucis longus (FHL), tibialis
anterior (TA) and soleus (SOL) muscles were collected and weighted for further
analysis of mTOR, p70S6K, FOXO3a, Atrogin-1 and MuRF-1 protein levels. The
results were presented as mean + SEM, a<0.05. DEX treatment evoked adrenal
gland atrophy (-47%), body weight loss (-21%) and food intake reduction (-28%). The
RT increased MVCC of trained animals (+215%). Also, DEX treatment reduced FHL
and TA muscles mass (-19.6% e -17.7%, respectively), which was associated with
the MuRF-1 protein level increase (+37% e +45,5%, respectively). We did not
observe any alterations in mTOR, p70S6K, FOXO3a and Atrogin-1 protein levels
after DEX treatment. RT was be able to attenuate FHL muscle atrophy due to
blockade of MuRF-1 increase (-3.5%). In addition, it did increase mTOR (+63% for
TC e TD) e p70S6K (+46% and +49% for TC e TD, respectively) protein levels in
FHL muscle. FOXO3a and Atrogin-1 protein levels were not altered by RT. SOL
muscle was not affected by neither treatment nor training. Therefore, these results
allow us to suggest that DEX-induced muscle atrophy observed in the FHL and TA
muscles can be associated with increases in MuRF-1 protein level. RT-induced
attenuation of FHL muscle atrophy involved increases in mTOR and p70S6K protein
levels associated with maintenance of MuRF-1 protein levels.

Key words: Ladder-resistance training, muscle atrophy, Glucocorticoids.
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1. INTRODUGAO/REVISAO DE LITERATURA

Os glicocorticoides (GC) sdo horménios produzidos na regido cortical das
glandulas adrenais. Sua producdo e secregcao sao controladas pelo hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH) liberado pela adenohipéfise. O ACTH sofre regulagéo
dos neurdnios hipotalamicos do nucleo paraventricular, por meio do fator liberador
de corticotrofina (CRH) ou do mecanismo de feedback negativo neuroenddcrino,
realizado pelo proprio horménio ao ligar-se a seu receptor no hipotalamo e/ou
hipéfise anterior causando a inibicdo da liberaggo de CRH e ACTH,
respectivamente. Contudo, outras situagdes podem alterar esse controle, por
exemplo o estresse fisico, cirurgico e hiperglicémico, além de citocinas inflamatdrias
(interleucinas 1 e 6 e o fator de necrose tumoral). Os GC atuam em praticamente
todos os tecidos e sistemas corporais (tecidos hepatico, muscular, adiposo, epitelial,
renal, O0sseo e sistema cardiovascular, sistema nervoso central e sistema
imunoldgico) (AIRES, 2008).

O cortisol (corticosterona em roedores) € o unico representante fisioldgico
dos GC e atua na mobilizagado de carboidratos, lipidios, proteinas e recuperagao de
tecidos lesados visando manter a homeostase (AIRES, 2008). Sua agéo é exercida
ao usar sua natureza lipofilica, ultrapassando a membrana da célula alvo e ligando-
se ao receptor de glicocorticoide presente no citosol, esse complexo droga-receptor
muda sua conformacéo e adentra ao nucleo controlando a expressao de genes alvo
(WRIGHT et al 1993; DE KLOET et al. 1993; SONG et al. 2005).

1.1 EFEITOS DA DEXAMETASONA

Atualmente a administracdo exdgena de cortisol e GC sintéticos € muito
utilizada devido a seus efeitos anti-inflamatérios, antialérgicos (MA et al., 2011,
REBEYROL et al. 2012), e até mesmo antieméticos (BERNARDO; AIRES, 2013).
Esses analogos sintéticos podem variar em fungdo de sua meia vida plasmatica,
bioldgica e poténcia relativa anti-inflamatdria. Os representantes mais potentes sédo a

Betametasona e Dexametasona (DEX), com tempo de meia vida plasmatica de 300
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minutos, vida biolégica de 36 a 72 horas e uma poténcia relativa anti-inflamatdria de
30 vezes a acao da hidrocortisona (cortisol) (ANTI; GIORGI; CHACHADE, 2008).

A DEX, apesar de amplamente utilizada pode gerar severos efeitos
colaterais que sao verificados por varios grupos e por nosso laboratério. Seus efeitos
adversos podem surgir tanto de forma aguda, provocando alteragdes significativas
no metabolismo lipidico e glicidico (Ql et al., 2004; SANTOS; RAFACHO;
BOSQUEIRO, 2007; NICASTRO et al.,, 2012a, 2012b); como de forma cronica,
desencadeando osteoporose (HURSON et al., 2007), sarcopenia (KAASIK et al.,
2007), hiperglicemia (SANTOS; RAFACHO; BOSQUEIRO, 2007; BAREL et al.,
2010, DIONISIO et al, 2014), resisténcia periférica & insulina, hiperinsulinemia,
diminuicdo do glicogénio muscular (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al, 2014)
aumento de albumina e colesterol total (SANTOS; RAFACHO; BOSQUEIRO, 2007;
PINHEIRO et al., 2009), atrofia da glandula adrenal (KARSSEN et al., 2005),
hipertensao arterial (SEVERINO et al., 2002; CROSSLAND et al., 2010), sendo que
em alguns casos foram encontrados aumento do glicogénio hepatico, tanto de forma
aguda como cronicamente (PAULI; GOMES; LUCIANO, 2006; SANTOS; RAFACHO;
BOSQUEIRO, 2007).

Varios trabalhos tém mostrado que o tratamento cronico com DEX,
independente da dosagem, promove redugdo do peso corporal (PC) (MA et al.,
2003; AHTIKOSKI et al. 2004; GILSON et al. 2007; CHO et al. 2010; QIN et al.,
2010) e estes efeitos foram confirmados por nosso laboratério (BAREL et al., 2010;
MACEDO, A. G. 2013; DIONISIO, et al, 2014). O mecanismo exato pelo qual a DEX
causa a diminuicdo do PC n&o é claro na literatura, mas é provavel que esteja
relacionado a redugédo da ingestdo alimentar (IA) (PAULI et al.,, 2005; SANTOS,
RAFACHO, BOSQUEIRO, 2007), que pode ser provocada pela redugcéo dos niveis
do neuropeptidio Y e do CRH no nucleo paraventricular, ambos relacionados a
regulacdo do apetite e da termogénese no hipotalamo (MCKIBBIN et al. 1992;
MICHEL; CABANAC, 1999; BELL et al., 2000; GINSBERG et al., 2003). Dados
recentes de nosso laboratério (MACEDO, A. G. 2013), confirmaram que o tratamento

cronico com DEX reduz em cerca de 44% a |A.

Tem sido demonstrado que a diminuigdo do PC é sempre associada com a
atrofia muscular (MA et al., 2003; GILSON et al. 2007; CHO et al. 2010). Podemos
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observar na Figura 1 um esquema simplificado que retrata a homeostase do
musculo esquelético. Essa homeostase € mantida por um rigoroso balango entre
proteinas hipertréficas como o IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina 1),
PI3K (Fosfatidilinositol 3 quinase), a AKT (treonina\serina tirosina quinase), mTOR
(Proteina alvo da rapamicina de mamiferos) e a proteina p70S6K (Ribossomal S6
quinase) e atroficas representadas pela miostatina (diferenciacdo do fator-8 do
crescimento), familia FOXO (Forkead transcription factors), a Atrogina-1 ou MAFbx e
MuRF-1 ou Muscle Ringer Finger protein 1 (LEGER et al., 2006; LENK; SCHULER;
ADAMS, 2010; LANGEN et al 2013; ; EGERMAN; GLASS, 2014 ).

—

—| MIOSTATINA

FOXO

VAN

Atrogina-1
MuRF1
MAFbx i

SINTESE DE PROTEINAS CATABOLISMO DE PROTEINAS

Figura 1. llustracdo esquematica da sequéncia de eventos que controlam a homeostase do musculo
esquelético. Proteinas responsaveis na sintese proteica/hipertrofia (sem preenchimento) e proteinas
responsaveis pela degradacgéo proteica/atroficas (preenchidas em cinza). Adaptado de Glass D. J.
2005 e Schakman et al. 2013.

Nao ha consenso na literatura sobre se a hipertrofia ocorre pelo aumento
nos niveis de proteinas hipertréficas (BAAR; ESSER, 1999; PSILANDER,;
DAMSGAARD; PILEGAARD, 2003) ou pela diminuigdo dos niveis de proteinas
atréficas (MCPHERRON; LEE, 1997). Além disso, a atrofia pode ser desencadeada
tanto por aumentos das proteinas atréficas (MA et al., 2003; SMITH et al., 2010);

como pela diminuicdo nos niveis das proteinas hipertréficas (LONG; WEI
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BARRETT, 2001; LEWIS et al., 2003), ou pela interagdo de ambos os mecanismos
(LEGER et al., 2006; ADAMS et al., 2007).

Um possivel mecanismo envolvido na diminuigdo da massa muscular em
ratos submetidos a administracédo de DEX ¢ a inibicdo da sintese proteica (MA et al.,
2003; KAASIK et al., 2007). Essa inibigdo pode ocorrer devido a redug¢ao no influxo
de aminoacidos (AA) para a musculatura (ADAMS, C. M. 2007), pelo bloqueio da
acgao da insulina e IGF-1, ou AA como a leucina sobre a proteina ligante 1 do fator
de iniciagao eucaridtico 4E (4EBP-1) e p70S6K (LONG; WEI; BARRETT, 2001),
pela inibicdo da miogénese, tanto pela diminuigdo na expressao, como no total
proteico de miogenina (JOGO et al., 2009) somados a degradagdo do Myod
(TINTIGNAC et al., 2005).

Outro mecanismo que contribui para a diminuigdo do peso muscular, talvez o
mais estudado, € o aumento do catabolismo proteico no musculo esquelético
(COMBARET et al., 2004; YANG et al., 2007). Este catabolismo pode ser provocado
pela ativacdo das vias de degradagdo que envolve proteases especificas como as
caspases (principalmente caspase-3), catepsinas (via lisossomal/catepsina-L) e
calpainas (calcio dependentes) ou por ativagdo do principal regulador da atrofia
muscular, o sistema Ubiquitina-proteassoma (UPS) (AUCLAIR et al.,, 1997,
HASSELGREN; FISCHER, 2001; COMBARET et al., 2004; GILSON et al., 2007).

Nesse sistema, demonstrado na Figura 2, as proteinas sdo marcadas para
serem degradadas pela ligagdo de moléculas de ubiquitina (Ub), em um processo
realizado por 3 enzimas: E1 (ativadora de Ub), E2 (conjugadora de Ub) e E3 (Ub-
ligases). Em um processo ativo, a enzima E1 ativa a molécula de Ub, que depois de
ativada é transferida para a E2, que sofre a agdo da E3, para ser ligada a proteina a
ser degradada. Esse processo é repetido até que um minimo de 4 moléculas de Ub
sejam ligadas covalentemente a proteina alvo, para que entdo sejam reconhecidas e
degradas pelo proteassoma 26S (MURTON; CONSTANTIN; GREENHAFFET,
2008).
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Ativacdo da Ubiquitina (Ub) Conjugacdo da Ubiquitina (Ub)
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Figura 2. Demonstracdo esquematica do sistema ubiquitina-proteassoma. Ub: Molécula de ubiquitina,
E1. Enzima ativadora de ubiquitina, E2: Enzima conjugadora de ubiquitina, E3: ubiquitinas ligases.
(adaptado de MURTON; CONSTANTIN; GREENHAFFET, 2008).

Presentes na familia das E3 Ub-ligases (contendo de 500 a 1000
representantes), que conferem extrema especificidade ao UPS, encontram-se dois
representantes especificos para a musculatura esquelética e cardiaca; a MuRF-1
(Muscle Ring Finger Protein-1) e MAFbx (Muscle Atrophy F-box protein, também
chamada de Atrogina-1). Tem sido demonstrado que estas E3 ligases séo
importantes no desenvolvimento da atrofia, uma vez estando presentes em
situacbes de atrofia muscular provocadas por desnervagdo, imobilizagdo e
tratamento com DEX (BODINE et al., 2001). Estes atrogenes também estdo
envolvidos no processo de atrofia desencadeado pela Diabetes (LECKER et al.,
2004; GOMES et al., 2001; WANG et al., 2006), sepsis (SMITH et al., 2010) e
insuficiéncia cardiaca (GOMES et al., 2001; CUNHA et al., 2012).



18

Nesse sentido, Bodine et al. (2001) encontraram em ratos nocauteados para
Atrogina-1 e MuRF-1, uma diminuicdo na atrofia induzida pela desnervacédo do
musculo gastrocnémio apds 14° dias (56% e 36%, respectivamente). Estes mesmos
autores verificaram o aumento da expressao desses atrogenes desencadeado pela
suspensdo/imobilizacdo de membros, resultando em atrofia muscular do
gastrocnémio, mas com expressao de MuRF-1 e Atrogina-1 10 vezes menor do que
a causada pelo tratamento com DEX (BODINE et al., 2001). Nesse sentido, Adams
et al. (2007), ao submeterem ratos a suspensédo unilateral dos membros inferiores,
obtiveram diminuigdo do PC (7%) e aumento de mRNA de miostatina e Atrogina-1
(comparado ao grupo controle). No entanto, quando estimularam eletricamente o
membro em condigdes normais, conseguiram aumentar a secg¢ao transversa do
musculo gastrocnémio e o mRNA de miogenina, MyoD, IGF-1, MGF (Fator de
crescimento mecanico) e IGF-bp4 (proteina ligante de IGF-1 tipo 4), com aumento
na fosforilagdo de p70S6K e 4EBP-1, além de prevenir o aumento da miostatina,

mas curiosamente, a estimulacgao elétrica elevou a expressao de Atrogina-1.

Atrogina-1 e MuRF-1 vém sendo implicadas na atrofia induzida pela DEX,
mas os resultados ainda sao conflitantes, principalmente pelos diferentes métodos e
dosagens encontrados na literatura. Stitt et al. (2004) demonstraram em cultura
celular que células musculares, expostas a DEX por 24 horas, apresentaram
reducdo em seu tamanho e aumento na expressdo de Atrogina-1 e MuRF-1. Por
outro lado, Yamamoto et al. (2009), in vivo, administraram DEX (0,6 mg/kg) durante
5 dias em ratos, e verificaram a diminuicdo da secgao transversa de fibras tipo | e |l
do musculo SOL e aumento da expressao de Atrogina-1, mas ndo de MuRF-1. Por
outro lado, Nicastro et al. (2012b, 2012c) utilizaram uma dose de 5mg/kg/dia por 7
dias em ratos, que provocou a diminuigdo do PC, com reducdo do peso dos
musculos plantar (-32,5%) e extensor longo dos dedos (-22%). Estes autores
observaram uma reducéo nos valores de pAKT®*""3 e da razdo pFOX03a%*"**/total
FOXO3a e aumento de MuRF-1 no musculo plantar dos grupos tratados com DEX
(NICASTRO et al., 2012c).

Utilizando dosagens menores, Wu et al. (2010) verificaram que o tratamento
com DEX (0,7 mg/kg) por 7 dias, diminuiu a expressao génica da proteina de ligagao

do fator de crescimento semelhante a insulina-5 (IGFBP-5) e substrato do receptor
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de insulina-1 (IRS-1) e aumentou a expressao génica e produgédo da proteina 4E-
BP1 e do fator de regulacdo do desenvolvimento e respostas de dano no DNA-1
(REDD1) no musculo gastrocnémio, o que certamente prejudica a sintese proteica.
Da mesma forma, Zhao et al. (2008) submeteram ratos ao tratamento com 0,7 mg/kg
de DEX por 1 ou 7 dias e observaram redugdo do peso do musculo gastrocnémio,

com aumento significativo da expressao génica de Atrogina-1.

1.2. EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO

Algumas estratégias tém sido utilizadas com a intengdo de bloquear ou
atenuar os efeitos colaterais provocados pelo tratamento com DEX, no entanto, a
maioria dos estudos envolve estratégias farmacologicas, como o inibidor do
proteassoma Bortezomib (ADAMS et al., 1998), IGF-1 (SCHAKMAN et al., 2005;
STITT et al., 2004), suplementacdo com crémio (DONG et al.,, 2009), AA
(YAMAMOTO et al., 2010; NICASTRO et al., 2012a, 2012b), creatina (CAMPOS et
al., 2006; MENEZES et al., 2007; NICASTRO et al., 2012c); horménios esteroides
androgénicos (ZHAO et al., 2008; WU et al., 2010) e utilizacdo de Resveratrol que &
um polifenol natural contido em amendoins, cascas de uvas e vinho tinto
(ALAMDARI et al., 2012).

Além das medidas farmacoldgicas e nutricionais, o exercicio fisico tem sido
utilizado como tratamento ndo farmacolégico no combate aos efeitos colaterais
provocados pela DEX. Pauli et al. (2005) submeteram ratos a natagao (1 hora, 5
vezes semanais) durante 10 semanas concomitantemente ao tratamento com DEX
(0,02 mg diluidos em NaCl a 0,9% s.c.) e observaram diminuigdo no PC nos grupos
tratados e treinados, mas nao observaram atrofia do musculo gastrocnémio. Além
disso, o exercicio foi capaz de atenuar a resisténcia insulinica e a intoleréncia a
glicose, causadas pelo tratamento com DEX. Outro efeito colateral causado pela
administracdo de DEX é a dislipidemia, mas que pode ser atenuada pelo
treinamento resistido combinado a suplementacdo de leucina (NICASTRO et al.,
2012a).
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Em relagdo ao tratamento da atrofia muscular com a utilizagdo de exercicio
fisico, observam-se resultados controversos na literatura. A maioria dos trabalhos
utiliza o tratamento concomitante ao treinamento, e somente nosso laboratorio
utilizou o exercicio antes e concomitante ao tratamento com DEX para observar os
efeitos preventivos (BAREL et al., 2010; DIONISIO et al, 2014). Ahtikoski et al.
(2004) observaram que ratas treinadas em esteira e tratadas com DEX
simultaneamente por 3 ou 10 dias, utilizando uma dosagem de 1 mg/Kg
apresentavam atrofia muscular nos musculos extensor longo dos dedos (EDL) e
tibial anterior (TA), e o exercicio foi capaz de atenuar a atrofia no EDL, mas n&o
provocou mudangas no TA. Por outro lado, Campos et al. (2006), ao observarem a
atividade voluntaria de hamsters em roda, ndo encontraram alteragdes significativas
no musculo gastrocnémio medial entre os grupos tratados com DEX durante 18 dias
(7,5 mg/kg i.p. e s.c.) ou controle, embora tenha causado a diminui¢do da distancia

percorrida e diminui¢gao das fibras tipo Il nos ratos tratados.

Czerwinski et al. (1989) obtiveram resultados positivos em relacdo ao
exercicio aerébio em esteira com 10% de inclinagdo a uma velocidade de 29 m/min
durante 90 minutos por 11 dias concomitantemente ao tratamento com DEX (100
mg/kg/dia). Esse protocolo aerdbio foi capaz de atenuar a atrofia em 30% no
musculo plantar, embora ndo tenha revertido a diminuicdo da sintese proteica. Ja
Pinheiro et al. (2009), ao utilizarem um protocolo mais extenso com tratamento de
DEX (0,5 mg/kg) e treinamento em esteira/roda durante 30 dias, verificaram a
diminuicdo do musculo gastrocnémio apos o tratamento, que foi prevenida pelo
treinamento fisico. Demonstramos recentemente (BAREL et al., 2010) que exercicio
aerdbio continuo em esteira, a 60% da capacidade fisica maxima dos animais
durante 70 dias, foi efetivo em atenuar a atrofia no EDL, mas ndo no TA em ratos

tratados com DEX (1mg/kg por 10 dias).

O treinamento resistido (TR) tem sido evidenciado como importante
estratégia ndo farmacolégica no combate a atrofia muscular e outros processos
degenerativos. Assim, varios autores tém utilizado diferentes estratégias de
exercicios resistidos em animais como é o caso da plataforma de agachamento com
estimulos elétricos (BARAUNA et al., 2007; NICASTRO et al.,, 2012a, 2012b) e a
subida em escada (HORNBERGER; FARRAR, 2004; DOMINGOS et al., 2012;
MACEDO, A. G. 2013).
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Recentemente, Nicastro et al. (2012b), ao tratarem ratos com uma dosagem
de DEX de 5 mg/kg/dia administrada na agua durante 7 dias, e submeté-los a
suplementacdo com leucina e TR tipo agachamento (70% da capacidade fisica
maxima voluntaria), ndo verificaram efeitos sobre a redugcdo do PC e IA. Estes
autores verificaram maior secgdo transversa no musculo plantar dos animais
treinados quando comparados aos animais tratados com DEX, além de
apresentarem aumento na razao fosforilada/total das proteinas mTOR e p70S6K, e
diminuicdo dessa razao na proteina FOXO3a, sem qualquer alteracao nos valores
de MuRF-1 causados pelo TR ou suplementacdo. Em nosso laboratério, Macedo
(2013) observou que o TR em escada (60% do carregamento maximo) realizado
previamente e durante o tratamento farmacolégico com DEX, atenuou a atrofia no
musculo flexor longo do halux (FHL) induzida pelo tratamento farmacologico (0,5
mg/kg por 10 dias), mas nao no TA.

Assim, até o presente momento, pode-se concluir que a atrofia muscular tem
sido um efeito colateral frequentemente observado apés tratamento com DEX, e ha
diversas formas de tratamento presentes na literatura, no entanto os resultados
ainda sao inconclusivos. Dentre as estratégias n&o farmacologicas destacam-se o
exercicio aerdbio e resistido, que vem sendo estudados em nosso laboratério e por
outros autores. O exercicio resistido apresenta-se como 0 mais promissor nesse
contexto, principalmente por modular diretamente proteinas responsaveis pela
hipertrofia muscular. Recentemente, demonstramos que, em intensidade moderada,
o TR foi capaz de opor-se a atrofia muscular no FHL (MACEDO, 2013),
provavelmente por ser o principal musculo solicitado durante o exercicio em escada
(PARK; FARRAR; LEE, 2008). Dessa forma, seria plausivel a ideia de que um
pequeno aumento da intensidade poderia trazer melhor eficiéncia no combate a

atrofia muscular induzida pelo tratamento com DEX.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi verificar o efeito preventivo do TR a
80% do carregamento maximo sobre a atrofia muscular induzida pela DEX, bem

como 0s mecanismos responsaveis por esta resposta.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Verificar os mecanismos responsaveis pelos efeitos do TR na musculatura
esquelética de ratos submetidos ao tratamento farmacolégico com DEX (0,5 mg/kg
por 10 dias) por meio da quantificagdo da produgcao das seguintes proteinas: mTOR,
p70S6K, FOXO3a, Atrogina-1 e MuRF-1 nos musculos FHL, TA e SOL.

3. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram conduzidos seguindo as condutas
apresentadas pelo conselho nacional de controle de experimentagdo animal
(CONCEA) contidas na diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais
para fins cientificos e didaticos (DBCA, 2013) e os Principios Eticos da
experimentagdo Animal (COBEA), aprovados pelo Comité de Etica no uso de
animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba, UNESP (Protocolo n.
2012-02255) (Anexo 1). Foram utilizados 43 ratos Wistar (200-250 g), provenientes
do centro de pesquisa e producao de animais da UNESP (Botucatu). Os animais
permaneceram em gaiolas coletivas com no maximo 5 animais, no Biotério da
Faculdade de Ciéncias da UNESP, campus Bauru. Com ciclo dia-noite de 12:12
horas e temperatura controlada (22 °C). Racdo (BIOBASE) e agua foram

disponibilizadas ad libitum. Durante o tratamento os animais foram dispostos em
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gaiolas individuais contendo 100 gramas de ragdo, apés um periodo de 24 horas o
total de racdo remanescente era pesado e a diferenga encontrada foi adotada como
o valor de ingestao alimentar dos animais, esse processo foi repetido diariamente
até o final do tratamento. Os ratos foram pesados semanalmente durante a fase de

treinamento e diariamente durante o periodo de tratamento.

TREINAMENTO FISICO RESISTIDO
(80% DO CARREGAMENTO MAXIMO)

| 8 Semanas 10 Dias |
v Y Yol v vy HEEEEEEENRE?
PC PC PC PC PC
PC pC pC v
C ™ Tratamento com
TCM ™M dexametasona (DEX, 0,5 Tratamento
Glicemia de jejum Peso me\ kg ,por dia, i.p.) e Eutanésia
Glicemia de
Glicemia de PC

. jejum
jejum

Figura 3. Desenho experimental durante os 70 dias de acompanhamento. PC: peso corpo
teste de carregamento maximo.

3.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apo6s avaliagdo do PC e capacidade fisica maxima, os animais foram
distribuidos homogeneamente em quatro grupos.

Grupo 1: Sedentario Controle (SC, n=11): composto por animais que permaneceram
sedentarios durante todo o protocolo experimental (70 dias) e foram tratados com
solucao salina nos ultimos 10 dias (salina, i.p.).

Grupo 2: Sedentario Tratado com Dexametasona (SD, n=10): composto por animais
que permaneceram sedentarios durante todo o protocolo experimental (70 dias) e

foram tratados com DEX nos ultimos 10 dias (Decadron®, 0,5 mg/kg/dia, i.p.).

Grupo 3: Treinado Controle (TC, n=11): composto por animais que realizaram o
treinamento resistido durante todo o protocolo experimental (70 dias) e foram

tratados com solugao salina nos ultimos 10 dias (salina, i.p.).
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Grupo 4: Treinado Tratado com Dexametasona (TD, n=11): composto por animais
que realizaram o treinamento resistido durante todo o protocolo experimental (70

dias) e foram tratados com DEX nos ultimos 10 dias (Decadron®, 0,5 mg/kg/dia, i.p.).

Os animais sedentarios foram adaptados a escada a cada 15 dias para que
nao perdessem a capacidade de escalar e foram submetidos a todas as avalia¢des
impostas aos grupos treinados.

3.2. ADAPTAGAO DOS ANIMAIS AO PROTOCOLO DE TREINAMENTO

O TR foi executado em escada (110 cm de altura, 54 degraus de ferro,
dispostos a cada 2 cm e 80 graus de inclinagéo), conforme ilustrada na Figura 4, que
foi validada para uso com animais por Hornberger e Farrar (2004). Os animais
passaram por uma familiarizacdo ao ato de escalar a escada por 5 dias. Ao
atingirem o topo da escada (caixa com 20 x 20 x 20 cm), era-lhes permitido um
intervalo de 2 minutos até a proxima subida, esse procedimento foi realizado
sucessivamente até que os animais estivessem realizando 3 subidas consecutivas
sem que houvesse necessidade de estimulo. No presente estudo, o unico estimulo
utilizado foi um toque com a mao na base da cauda do animal, o que difere do

sugerido por Hornberger e Farrar (2004).
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Figura 4. Escada de madeira utilizada no protocolo de treinamento resistido. Contém 110 cm
de altura com degraus de ferro e inclinagdo de 80 graus. Vista frontal (painel a esquerda) e
vista lateral (painel a direita).

3.3. TESTE DE CARREGAMENTO MAXIMO DE PESO

Apos 24 horas da ultima sessao de adaptagao, os animais iniciaram o teste
carregando uma carga de 75% de seu PC (acoplado na cauda) na escalada e, apos
um intervalo de 2 minutos, realizaram outras subidas com intensidade incrementada
em 30 gramas, a cada tentativa. Foi considerada a carga maxima, quando os ratos
nao conseguiram completar a escalada, mesmo apos trés estimulos manuais em
sua cauda. O teste de carregamento maximo foi realizado no inicio (TCM-1), apés 4
semanas (TCM-2, para ajuste das intensidades), antes do inicio do tratamento
farmacolégico (TCM-3, para ajuste das intensidades) e ao final dos 10 dias de
tratamento com DEX (TCM-4). A unica diferenga nestes momentos & que o
incremento de carga entre as subidas foi de 30g (TCM-1), 50g (TCM-2) e 100g
(TCM-3 e TCM-4). Os animais sedentarios realizaram os testes nos mesmos

momentos que os treinados.



3.4. CRONOGRAMA DE TREINAMENTO RESISTIDO

O TR consistiu de cinco sessbes semanais até a 4° semana e de 4 sessbes
semanais nas 4 ultimas semanas, culminando num total de oito semanas mais 10
dias de treinamento e tratamento (70 dias). O protocolo de TR foi adaptado de
Sanches et al. (2014) e realizado da seguinte forma: nas quatro semanas iniciais a
intensidade foi aumentada progressivamente de 40 a 80% da carga maxima obtida
no TCM-1, de modo que os animais iniciassem a quarta semana treinando com 80%
da carga maxima. Os animais iniciaram o treinamento com nove subidas, que foram
aumentadas gradativamente até 17 subidas, no quarto dia da quarta semana. A
partir da quinta semana, a carga foi mantida em 80% da carga maxima, de acordo
com o TCM-2. Da 5° - 8° semana, as subidas variaram entre 9 e 10 repeticbes com 4
sessdes semanais, sendo 2 sessdes seguidas com um dia de intervalo mais 2
sessoes. Ao final das oito semanas, foi realizado o TCM-3. Durante os dez dias de
tratamento, foram repetidos os treinos da 7° e 8° semanas, com carga de
treinamento calculada a partir do TCM-3. Apds o periodo de tratamento foi realizado
o TCM-4, para que fosse analisado o efeito do tratamento com DEX sobre a

capacidade de forga dos animais.

3.5. RETIRADA DOS MUSCULOS ESQUELETICOS.

Os animais foram eutanasiados por sobrecarga de anestésico ANASEDAN®
(cloridrato de xilasina, CEVA do Brasil, 20mg/kg) e DOPALEN® (cloridrato de
quetamina, VETBRANDS do Brasil, 160mg/kg) na proporgao de 1:1, 1mg/kg. Apds a
eutanasia, os musculos FHL, TA e SOL foram removidos e pesados imediatamente
para a determinagao do peso muscular. Os musculos FHL e TA foram escolhidos
devido a sua predominéancia de fibras brancas (glicoliticas) e pelo fato do FHL ser o
principal musculo solicitado durante a escalada (PARK; FARRAR; LEE, 2008). O
musculo SOL foi escolhido por sua maior propor¢dao de fibras vermelhas
(Oxidativas). Uma vez que o tratamento com DEX age preferencialmente sobre

fibras brancas (PELLEGRINO et al. 2004) este musculo serviu como controle dos
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efeitos do tratamento. A tibia direita foi cuidadosamente dissecada e medida (cm)
para normalizagdo dos pesos dos musculos. Este procedimento foi utilizado para a
determinacao do peso muscular dos animais e observagao de atrofia e/ou hipertrofia
apos tratamento farmacologico com DEX e TR a 80% da capacidade maxima.
Amostras dos musculos FHL, TA, e SOL foram homogeneizadas imediatamente
apos a retirada com um homogeneizador Polytron em uma solugdo de RIPA (cell
signaling) , 1% de fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF, Sigma aldrich) e 0,01% de
Coquetel de inibidores de protease (PIC, Sigma aldrich), na hora de usar. As
amostras foram centrifugadas a 7.490 g por 10 minutos sob refrigeracéo (4 °C), e o
sobrenadante foi coletado, transferido para um novo tubo e armazenados a uma
temperatura de -80°C para andlises de produgdo proteica. Os tecidos nao

homogeneizados também foram armazenados a uma temperatura de -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, Protein Assay Standart Il, Hercules, CA)
com albumina como padréo, como previamente publicado (AMARAL; PAPANEK;
GREENE, 2001). Os valores de absorbancia foram analisados no leitor de Elisa
(BMG labtech, spectro star nano) utilizando uma placa de 96 pogos. Apds a
dosagem, as amostras foram estocadas a -80°'C até serem utilizadas para os

experimentos de Western Blotting.

3.7. PROCEDIMENTOS DE WESTERN BLOTTING.

A proteina foi eletroforeticamente separada por tamanho molecular,
usando-se um sistema de gel de poliacrilamida conforme publicacdo prévia do
laboratério (AMARAL; PAPANEK; GREENE, 2001). Basicamente, foi utilizado um gel
com duas camadas de poliacrilamida, em diferentes concentracdes: 5% na camada
superior e 10% (MTOR, p70S6K, FOXO3a, Atrogina-1, MuRF-1 e GAPDH) na

camada inferior. A solugado tampao de transferéncia consistiu de: 190 mM de glicina,



28

25 mM de Tris, 0,1% de SDS, pH 8,3. As amostras (80 pg para mTOR; 50 pg para
p70S6k, FOXO3a Atrogina-1 e MuRF-1), foram colocadas para correr por 60 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 aplicagcao de corrente de 120V por 90 minutos em
um tampé&o que consistiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de Tris, 20% de metanol, pH
8,3. Logo apods a transferéncia, a equivaléncia da quantidade de proteina colocada
em cada coluna foi conferida com a colocagcdo de Ponceau. As membranas foram
lavadas em solugdo TBS-T (0,95g de Trisma — HCI; 0,50g de Trisma Base; 8,8g de
NaCl e 1ml de Tween 20 para um litro de agua destilada). As membranas foram
bloqueadas com 1,5% albumina bovina (BSA) diluida em TBS-T por 60 segundos. O
Sistema de Deteccdo de Proteina (SNAP i.d.®2.0 Protein Detection system -
Millipore) foi usado para incubar as membranas por 10 minutos em seus anticorpos
primarios com a diluicdo descrita a seguir: mTOR (cell signalling #2972s, 1:1000 em
3% BSA), p70S6K (cell signalling #2708, 1:1000 em 3% BSA); FOXO3a (cell
signalling #9464, 1:1000 em 3% BSA); Atrogina-1 (Abcam #a74023, 1:1000 em 3%
BSA), MuRF-1 (Santa Cruz [C-20] sc-27642, 1:1000 3% BSA) e GAPDH (R&D
SYSTEMS #AF5718, 1:1000 em 3% BSA). As membranas foram lavadas e
incubadas com os anticorpos secundarios por 10 minutos descritos a seguir: mTOR
(IgG anti-rabbit 1:1,000 em 1% BSA), p70S6K (IgG anti-rabbit 1:2,000 em 1% BSA),
FOXO3a (IgG anti-rabbit 1:1,000 em 1% BSA), Atrogina-1 (IgG anti-rabbit 1:1,000
em 1% BSA), MuRF-1 (anti-donkey 1:1000 em 1% BSA) e GAPDH (lgG anti-rabbit
1:1,000 em 1% BSA). O anticorpo foi detectado por luminescéncia quimica
aumentada (Super Signal Pico, Pierce) e as membranas foram expostas a um filme
radiografico. Para minimizar variagbes nos resultados obtidos pela técnica de
Western Blotting, realizamos a inser¢ao de animais controle em cada membrana
incubada, isto €, em cada membrana existiam animais dos quatro grupos estudados
(SC, SD, TC e TD), incluindo os animais controle que ficaram sujeitos as mesmas
variagbes que os outros grupos (tempo de corrida, transferéncia e exposig¢ao).
Portanto, os resultados sdo apresentados normalizados pela proteina GAPDH e
expressos em relagado ao grupo controle. As bandas foram analisadas utilizando um

programa de computador (Scion Image, Corporation, Beta 4.02).



3.8. METODOS ESTATISTICOS

Todos os resultados foram apresentados como média = erro médio padrao
(EPM). Nas analises de PC, capacidade fisica maxima e ingestdo alimentar foi
utiizada a analise de variancia de trés caminhos (ANOVA), considerando
treinamento e tratamento como dois caminhos e o tempo (antes e depois) como
medida repetida. Nas demais variaveis utilizamos a analise de variancia de dois
caminhos (ANOVA) e teste t-Student para anadlises de Delta da capacidade fisica
maxima. Quando houve diferengas significativas, foi utilizado o post-hoc de Tukey

com nivel de significancia de a<0,05.

4. RESULTADOS

Os resultados dos 4 testes de carregamento maximo durante o protocolo
experimental sdo expostos na Figura 5. Podemos observar na Figura 5A que os
grupos avaliados partiram de valores de capacidade fisica maxima semelhante
(340,6 £ 20 g, 339,5 £ 19,6 g, 320 + 18 g e 337 £ 19 g, para SC, SD, TC e TD,
respectivamente no TCM-1). O TR em escada a 80% do carregamento maximo foi
efetivo em aumentar significativamente (+215%) a capacidade fisica maxima dos
animais tanto do grupo TC (de 320 g para 1007 g, p<0,05) como do grupo TD (de
337 g para 1076,6 g, p<0,05). Nota-se que os animais sedentarios também
obtiveram incrementos em seu carregamento maximo ao longo do protocolo
experimental, com aumentos de 108% para o grupo SC e 100% para SD. O periodo
de tratamento farmacologico ndo provocou alteragdes nos valores de carregamento
maximo entre o TCM-3 e TCM-4. A Figura 5B llustra a diferenca (delta) entre o TCM-
3 e TCM-1 para os animais treinados e sedentarios, onde o treinamento
proporcionou aumento significativo de 101% na capacidade fisica maxima dos
animais treinados em relagao aos sedentarios. O delta entre os TCM-4 e TCM-3 sao
visualizados na figura 5C e podemos observar que o tratamento farmacoldgico

provocou um delta negativo apds o periodo de tratamento somente no grupo SD,
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demonstrando assim que a DEX reduziu significativamente o peso carregado entre o
TCM-3 e 0 TCM-4 para o grupo SD.
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Figura 5. A: Resultados dos testes de carregamento méaximo realizados na escada durante o protocolo
experimental, nas 4 avaliacbes (TCM-1, TCM-2, TCM-3 e TCM-4) nos 4 grupos avaliados: sedentario
controle (SC), sedentario tratado com dexametasona (SD), treinado controle (TC) e treinado tratado com
dexametasona (TD), ANOVA Three-way. B: Variagdo (delta) do peso carregado entre o TCM-3 e TCM-1
dos animais treinados versus sedentarios, teste t-Student. C: Variacao (delta) do peso carregado entre o
TCM-4 e TCM-3 em todos os grupos analisados, ANOVA Two-way. Significancia: a: efeito do treinamento;
c: efeito do momento; * vs controles e sedentarios, p<0,05.

A figura 6 expde os valores dos testes de carregamento maximo durante o
protocolo experimental normalizado pelo PC dos animais, exibindo assim sua forca
relativa. Na figura 6A observa-se que todos os grupos avaliados partiram de valores
semelhantes (1598 + 108,6 g/kg, 1548,5 + 80 g/kg, 1521 + 68 g/kg e 1563 * 65 g/kg,
para SC, SD, TC e TD respectivamente no TCM-1). O TR em escada a 80% do
carregamento maximo aumentou significativamente a forca relativa do grupo TC
(+72%) e TD (+69%), ambos chegando ao TCM-3 com 2622 + 97 g/kg e 2639 £ 72
g/kg respectivamente. Os animais sedentarios apresentaram incrementos
significativos no TCM-3 (1771,5 £+ 77,6 g/kg e 1678 * 66,6 g/kg, para SC e SD
respectivamente). O periodo de tratamento farmacolégico nao interferiu

negativamente na forga relativa dos animais tratados. A Figura 6B ilustra a diferenca
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de forga relativa (delta) entre o TCM-3 e TCM-1 para os animais treinados e
sedentarios, verifica-se que o treinamento aumentou significativamente (+614%) a
forca relativa dos animais treinados em relagcao aos sedentarios. O delta entre os
TCM-4 e TCM-3 normalizados pelo PC sao visualizados na figura 6C e podemos
observar que o tratamento farmacoldgico ndo provocou efeito negativo sobre a forga
relativa dos animais tratados (SD), por outro lado, o grupo TD apresentou aumento
significativo dos valores de delta sendo superiores ao grupo SD e TC, demonstrando
que os animais treinados e tratados mantiveram a for¢ca independente da reducao de
PC.
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Figura 6. A: Resultados dos testes de carregamento maximo realizados na escada durante o protocolo
experimental normalizados pelo PC, nas 4 avaliagbes (TCM-1, TCM-2, TCM-3 e TCM-4) nos 4 grupos
avaliados: sedentario controle (SC), sedentario tratado com dexametasona (SD), treinado controle (TC) e
treinado tratado com dexametasona (TD), ANOVA Three-way. B: Variagdo (delta) do peso carregado
entre o TCM-3 e TCM-1 dos animais treinados versus sedentarios normalizados pelo PC, teste t-Student.
C: Variagéo (delta) do peso carregado entre o TCM-4 e TCM-3 normalizados pelo PC em todos os
grupos analisados, ANOVA Two-way. Significancia: a: efeito do treinamento; c: efeito do momento; * vs
controles e sedentarios, p<0,05.
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Para confirmar a eficacia do tratamento com DEX, foram coletadas as
glandulas adrenais dos animais dos 4 grupos estudados. Podemos observar na
Figura 7 que o tratamento com DEX provocou redugéo significativa na massa da
glandula adrenal (0,029 + 0,003 g e 0,032 + 0,002 g, para SD e TD respectivamente
comparado com 0,054 + 0,004 g e 0,057 £ 0,003 g, para SC e TC respectivamente),
resultando em uma diminuicdo de -47% e -42%, para SD e TD respectivamente,

quando comparados aos seus respectivos controles.
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Figura 5. Valores de massa da glandula adrenal ao final do protocolo experimental, nos diferentes
grupos analisados: sedentario controle (SC), sedentario tratado com dexametasona (SD), treinado
controle (TC) e treinado tratado com dexametasona (TD), ANOVA Two-way. Significancia: * vs
controle, p<0,05.

A evolugdo do PC dos animais é exposta na Figura 8. Todos 0s grupos
iniciaram o protocolo com valores similares, assim como compartilharam o mesmo
incremento até o final da oitava semana (SC: de 219,4 + 16,7 g para 404 + 14,4 g,
SD:de 221 +10gpara405+11g; TC:de 210+t 6 gpara383+9ge TD: de 215
7,4 para 409,5 + 7,4 g). Durante os 10 dias de tratamento com DEX, houve a
diminuicdo do PC dos animais tratados (SD e TD). Os animais controles nao

apresentaram alteragdes significativas em seu PC.
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Figura 6. Evolugéo do peso corporal durante 8 semanas de treinamento resistido e no periodo de 10
dias de tratamento com DEX (10 dias) nos grupos sedentério controle (SC) sedentério tratado com
dexametasona (SD), treinado controle (TC) e treinado tratado com dexametasona (TD), ANOVA
Three-way. Significancia: a: efeito do treinamento; b: efeito do tratamento; c: efeito do momento,
p<0,05.

A Tabela 1 demonstra o PC do ultimo dia do protocolo experimental, os
valores do osso da tibia e dos musculos analisados (FHL, TA e SOL) normalizados
pelo PC e osso da tibia. Os animais tratados com DEX apresentaram valores de PC
significativamente reduzidos quando comparados a seus respectivos controles (-
21% e -13% para SD e TD, respectivamente). O comprimento do osso da tibia n&o
sofreu alteragdes. O valor absoluto da massa muscular do TA apresentou redugao
significativa nos animais tratados com DEX (18,3% e 13,6% para SD e TD
respectivamente, p<0,05) e o TR néo interferiu nessa resposta. Ao normalizarmos os
valores pelo tamanho da tibia, verificou-se comportamento semelhante aos
encontrados no valor absoluto do musculo TA (-17,7% e -14,1% para SD e TD
respectivamente, p<0,05). Em relacdo ao FHL, pode-se observar que seu valor
absoluto foi alterado tanto pela DEX como pelo TR. O tratamento com DEX
provocou redugdo de massa muscular no FHL (-19,6% para o grupo SD vs SC) que
foi atenuada pelo TR (-16% para o grupo TD vs TC). Além disso, o TR aumentou
10% da massa muscular do FHL no grupo TC quando comparado ao SC (p<0,05).
Quando os valores foram normalizarmos pelo comprimento do osso da tibia,

observou-se 0 mesmo comportamento obtido nos valores absolutos, sendo que o
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grupo SD apresentou reducéo de -19,6% (vs SC), que foi atenuada pelo TR (15,5%
para o grupo TD vs TC), que também provocou hipertrofia no grupo TC vs SC (+9%,
p<0,05). Os valores absolutos do musculo SOL ndo apresentaram alteragbes

significativas.

Tabela 1. Valores de peso corporal (PC) e musculos tibial anterior (TA), flexor longo do halux
(FHL) e séleo (SOL) normalizados pelo peso corporal e tibia nos quatro grupos analisados.

VARIAVEIS ANALISADAS SC (n=11) SD (n=10) TC (n=11) TD (n=11)
PC (g) 404,27 £136 319,10+9,2* 37864+99 328,09 +8,8*

TiBIA (cm) 420+0,03  4,20+0,04 4,20 +0,04 4,30 0,04

TA (mg) 0,71+0,04  058+0,02*  0,66+0,02 0,57 +0,02*
TA/PC(mglkg) 1,75 % 0,06 1,78 £ 0,06 1,75 0,06 1,74 £ 0,06
TAITIBIA (mg/cm) 167,14+9,3 137,41+55° 15625+3,8 134,06 +5,6*
FHL (mg) 0,51+0,01  041+0,01* 056+0,01+ 047 +0,01*+
FHL/PC (mg/kg) 1,27 £ 0,03 1,25+0,03 1,47 £0,03+ 1,45 + 0,03+

FHL/TIBIA (mg/cm) 120,74 +3,4  97,06+4,1* 131,46+2,8+ 111,07 + 3,06*+

SOL (mg) 0,19+0,01  0,17+0,009 0,17 + 0,007 0,19 + 0,007
SOL/PC (mglkg) 047+002  051+0,02*  045+0,02 0,57 0,02
SOL/TIBIA (mg/cm) 44,72 + 2,1 39,81+22 40,33+ 1,3 4365+ 1,5

PC: peso corporal, TA: Tibial anterior, FHL: Flexor longo do halux, SOL: Soleo, SC: Sedentario
controle; SD: Sedentario tratado com DEX; TC: Treinado controle e TD: Treinado tratado com DEX,
ANOVA Two-way. Significancia: * vs controle; + vs sedentario, p<0,05.

A Figura 9 ilustra os valores de ingestao alimentar dos animais durante o
tratamento farmacoldgico. No periodo que antecedeu o tratamento com DEX, os
animais compartilhavam valores semelhantes de ingestdo alimentar (68,3 + 2,5 g/kg,
68,5 + 1,6 g/kg, 66,7 £+ 1,7 g/kg e 654 + 1,6 g/kg para SC, SD, TC e TD,
respectivamente). Os animais controle (SC e TC) ndo apresentaram alteragées em
sua ingestao alimentar durante o periodo analisado. Entretanto, os animais tratados
com DEX apresentaram redugéao significativa na ingestao alimentar no quinto dia de

tratamento.
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Figura 7. Ingestdo alimentar antes e durante os 10 dias de tratamento em todos os grupos
analisados: Sedentario controle (SC), Sedentario tratado com dexametasona (SD), Treinado controle
(TC), Treinado tratado com dexametasona (TD), ANOVA Three-way. SignificAncia: b: efeito do
tratamento; c: efeito do momento, p<0,05.

A Figura 10 ilustra os valores de massa muscular e analise densitométrica
das proteinas mTOR, p70S6K, FOXO3a, Atrogina-1 e MuRF-1 no musculo FHL.
Apds o tratamento com DEX pode-se observar no grupo SD uma redugdo
significativa da massa muscular do FHL (-19,6% vs SC). O TR, realizado prévio e
concomitantemente ao tratamento, foi eficaz em atenuar essa resposta no grupo TD
(-15,5% vs TC) e causar uma leve hipertrofia nos animais do grupo TC (+9% vs SC).
A proteina mTOR né&o sofreu alteragdes pelo tratamento com DEX, entretanto o TR
determinou aumento de sua produg¢do nos grupos treinados (63% para TC e TD
versus seus respectivos controles sedentarios). A DEX n&o alterou a produgéo
proteica da p70S6K, mas o TR causou aumento significativo nos grupos treinados
(+46% e +49% para TC e TD versus seus respectivos controles sedentarios). A
producao proteica da FOXO3a e Atrogina-1 nao foram influenciadas nem pela DEX
nem pelo TR. Contudo, a administragdo exogena de GC provocou aumento
significativo de +37% na produgdo proteica da MuRF-1, no grupo SD em
comparagéao ao grupo SC, e o TR bloqueou totalmente esse aumento (-3,5% para o
grupo TD vs TC).
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Figura 8. Valores de massa muscular do Flexor Longo do Halux (FHL), normalizado pelo tamanho da
tibia (cm) e analise densitométrica da produgéo proteica de mTOR, p70S6K, FOX0O3a, Atrogina-1 e
MuRF-1 em todos os grupos analisados: Sedentario controle (SC), sedentario tratado com
dexametasona (SD), treinado controle (TC) e treinado tratado com dexametasona (TD), ANOVA Two-
way. Significancia: *vs controle, + vs sedentario p< 0,05.
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Pode-se observar na Figura 11 os valores de massa muscular e da produgéo
proteica de mTOR, p70S6K, FOXO3a, Atrogina-1 e MuRF-1 no TA em todos os
grupos analisados. Dez dias de tratamento com DEX provocaram uma redugao
significativa da massa muscular do TA, independente do nivel de treinamento dos
animais (-17,7% e -19,7% para os SD e TD, respectivamente). A analise
densitométrica das proteinas mTOR, p70S6K, FOXO3a, Atrogina-1 ndo apresentou
alteracao significativa provocada pelo tratamento farmacolégico ou TR. O tratamento
com DEX aumentou significativamente a produgéo proteica da MuRF-1 em relag&o
ao grupo SC (+45,5%), e o TR nao foi efetivo em atenuar esse aumento (+46% para

o grupo TD versus TC).
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Figura 9. Valores de massa muscular do Tibial Anterior (TA), normalizado pelo tamanho da tibia (cm) e
analise densitométrica da producéo proteica de mTOR, p70S6K, FOXO3a, Atrogina-1 € MuRF-1 em
todos os grupos analisados: Sedentario controle (SC), sedentario tratado com dexametasona (SD),
treinado controle (TC) e treinado tratado com dexametasona (TD), ANOVA Two-way. Significancia: *vs
controle, p< 0,05.
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A Figura 12 ilustra os valores de massa muscular e produgdo proteica
relativa ao musculo SOL e pode-se verificar que tanto o tratamento farmacolégico

quanto o TR n&o provocaram alteragdes em nenhuma das variaveis apresentadas.
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Figura 10. Valores de massa muscular do musculo Séleo (SOL), normalizado pelo tamanho da tibia (cm) e anélise
densitométrica da producdo proteica de mTOR, p70S6K, FOXO3a, Atrogina-1 e MuRF-1 em todos os grupos
analisados: Sedentario controle (SC), sedentario tratado com dexametasona (SD), treinado controle (TC) e treinado
tratado com dexametasona (TD), ANOVA Two-way. Significancia: p< 0,05
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que o tratamento crénico com
DEX determinou atrofia muscular no FHL e TA e o aumento da proteina atréfica
MuRF-1 parece estar envolvida nessa resposta. Por outro lado, o TR foi eficaz em
contrabalancear a atrofia provocada pela DEX somente no musculo FHL, que € o
mais recrutado na escalada. O TR além de promover hipertrofia do FHL no grupo
TC, atenuou a atrofia induzida pela DEX e os resultados sugerem que esta
atenuacao possa ser controlada pelo aumento de mTOR e p70S6k somados a

reversao do aumento induzido pela DEX na proteina MuRF-1.

O TR a 80% do carregamento maximo, realizado antes e concomitante ao
tratamento farmacologico com DEX, provocou aumento de 217% (média dos valores
dos grupos treinados) na forga maxima dos animais treinados, assim como provocou
incrementos na forga relativa. Resultado semelhante foi verificado por Hornberger e
Farrar (2004) em animais treinados em escada de forma mais intensa e tiveram sua
forca maxima aumentada em 287% apds 8 semanas de treinamento. Prestes et al.
(2009) e Shiguemoto et al. (2012) também encontraram aumentos significativos na
forca de ratas ovariectomizadas apds 6 e 12 semanas de TR em escada. Ao longo
dos 4 TCMs os animais treinados aumentaram sua forca absoluta e relativa, e nao
foi verificada alteragdo apos o tratamento com DEX, embora quando observamos o
delta entre o TCM-4 e TCM-3 podemos interpretar que o tratamento com DEX
reduziu o peso carregado absoluto dos animais somente tratados (SD) e de forma
relativa vemos um aumento significativo somente no grupo TD, o que demonstra que
0s animais treinados e tratados continuaram a ganhar forga independente de terem
seu PC reduzido. O fenbmeno de redugao da forga pelo tratamento com DEX ainda
€ controverso, uma vez que Baehr, Furlow e Bodine (2011) também n&o observaram
reducdao de forga em camundongos apdés 14 dias de tratamento com DEX (3
mg/kg/dia, na agua de beber). Embora Baptista et al. (2013) testaram o SOL (in vivo)
de ratos tratados com DEX por 7 dias (0,6 mg/kg/dia) e observaram a diminuigao de
uma unica contragdo maxima como também o pico de forga tetanica. Sendo assim
sdo necessarios mais estudos para se determinar os mecanismos envolvidos nessas

repostas antagdnicas para um melhor entendimento deste fenébmeno.
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Um efeito colateral esperado pelo tratamento crénico com DEX é a atrofia da
glandula adrenal, a qual muitas vezes é utilizada para avaliar a efetividade do
tratamento. O presente estudo apresentou uma atrofia da glandula adrenal de 47% e
42% (para SD e TD, respectivamente) quando comparado a seus respectivos
controles. Os resultados obtidos nesse trabalho sdo semelhantes aos reportados por
Karssen et al. (2005), onde ratos tratados com DEX por 5 dias apresentaram
reducdo de 51% no peso da glandula adrenal quando comparados ao grupo
controle. Essa diminuicdo pode ser explicada pela inibicdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal que culmina na redugdo das concentragées de ACTH, que agem
troficamente sobre essa glandula (KARSSEN et al., 2005).

Sabe-se que a diminuigdo do PC é um fenbmeno presente no tratamento
com GC e esta resposta vem sendo observada desde os primeiros estudos.
Czerwinski et al. (1989) ja haviam verificado redugdes de 23% do PC em ratas
submetidas a 11 dias de tratamento com acetato de cortisol (100 mg/kg/dia). Da
mesma forma, Auclair et al. (1997) trataram ratos com corticosterona durante 7 dias,
na dose de 10 mg/kg/dia e verificaram um decréscimo de 17% no PC e estes
resultados foram confirmados por Cho et al. (2010), que observaram reducdes de 3,
12 e 17% no PC de ratos tratados com triancinolona (1mg/kg/dia, i.m.) por 1, 3 ou 7
dias. Estes efeitos parecem estar diretamente relacionados com as dosagens, uma
vez que dosagens infimas parecem n&o atuar tdo severamente sobre o PC, pois
ratos que foram tratados com DEX por 4 ou 10 semanas (1 pl diluidos em 75 pul de
salina, 2 pl diluidos em 150 ul de salina, respectivamente. s.c.) ndo apresentaram
reducdao de PC (SEVERINO et al., 2002; PAULI et al.,, 2005). Contudo, doses
superiores de DEX apresentam reduc¢des no PC de -4%, 13,4% e 17,2% em ratos
tratados com 0,06, 0,6 e 1,2 mg/kg/dia de DEX por 5 dias, respectivamente (i.p.) (MA
et al., 2003).

Outros autores utilizaram doses iguais ou superiores a 1 mg/kg/dia e todos
verificaram redugdes do PC apds 5 (RAFACHO et al., 2007), 7 (NICASTRO et al.,
2012c) e 10 dias de tratamento (AHTIKOSKI et al., 2004; GILSON et al., 2007;
KAASIK et al., 2007). Os dados do presente estudo revelaram uma redugao do PC
apos 10 de dias tratamento com DEX (0,5 mg/kg/dia, i.p.) de -21% para o grupo SD
(vs SC). Yamamoto et al. (2010) observaram reducgdes do PC a partir do 4° dia em
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animais tratados com DEX (0,6 mg/kg por 5 dias). Destaca-se aqui que a utilizagédo
de doses menores de DEX, como a utilizada no presente estudo, retarda a redugao
de PC, pois com uma dosagem de DEX a 1 mg/kg/dia (i.p.), durante 10 dias,
observa-se reducédo de PC a partir do primeiro dia (GILSON et al., 2007; BAREL et
al., 2010).

No presente estudo, embora o TR a 80% do carregamento maximo tenha
aumentado a capacidade fisica dos animais, ele nado foi efetivo em atenuar a
reducéo do PC, uma vez que o grupo TD apresentou uma redugao de -13% no PC,
o0 que confirma os resultados do laboratério publicados anteriormente. Pode-se
observar que nem o treinamento fisico aerdbio em esteira, nem o TR a 60% do
carregamento maximo foram efetivos em prevenir a redu¢ao de PC de ratos tratados
com DEX (BAREL et al., 2010; MACEDO, A. G. 2013 e DIONISIO et al, 2014). Da
mesma forma, Nicastro et al. (2012b) utilizaram TR em forma de agachamento, a
70% da capacidade fisica maxima voluntaria, concomitante ao tratamento com DEX
(5 mg/kg/dia por 7 dias na agua de beber) e ndo verificaram inibicdo da reducéo de
PC induzida pela DEX.

Apesar da redugédo de PC ser uma constante no tratamento com DEX, os
mecanismos envolvidos e quando essa resposta se instala ainda ndo sao totalmente
conclusivos. Cogita-se que a redugao na IA provocada pela DEX seja um dos fatores
envolvidos na redugdo do PC. Dados prévios de nosso laboratério ja apontavam a
reducao da IA (MACEDO, A. G. 2013) que foi confirmada no presente estudo, pois
0s animais tratados exibiram uma reducdo em sua IA no quinto dia de tratamento
com DEX (-28% para o grupo SD). Estes resultados concordam com achados da
literatura, como os obtidos por McKibbin et al. (1992) que observaram a reducéo da
IA apds 7 dias de tratamento com DEX (0,4 mg/kg). Esta resposta tem sido
observada tanto em doses inferiores como superiores a do presente estudo (PAULI
et al., 2005; SANTOS, RAFACHO E BOSQUEIRO, 2007). Essa redugédo da IA pode
ser explicada pela alteragdo nas concentragdes de duas adipocinas responsaveis
pela sinalizagédo e controle da saciedade e fome (leptina e grelina, respectivamente).
Tulipano et al. (2007) verificaram que ratos tratados com DEX (0,4 mg/kg/dia por 14
dias) diminuiram a IA e seu PC, mas quando um agonista da grelina era
administrado juntamente com a DEX, os efeitos eram abolidos, sugerindo assim que

a DEX provoca a redugao da IA por uma menor atuagao da grelina, o que geraria
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uma menor fome. Da mesma forma, Jahng et al. (2008) verificaram que os niveis de
leptina de ratos tratados com DEX por 4 dias (1 mg/kg/dia) estavam aumentados e a
IA reduzida. Além disso, o tratamento com DEX poderia atuar reduzindo os niveis de
neuropeptideo Y e do CRH no nucleo paraventricular, ambos relacionados a
regulacdo do apetite e da termogénese no hipotalamo (MCKIBBIN et al., 1992;
MICHEL; CABANAC, 1999; BELL et al., 2000; GINSBERG et al., 2003).

Na tentativa de excluir os efeitos da redugao da IA causada pelo tratamento
crénico com DEX, outros pesquisadores tém realizado o controle por pair-fed, onde
todos os animais controles recebem a mesma quantidade de ragdo ingerida pelo
grupo tratado com DEX no dia anterior. Nicastro et al. (2012c) verificaram que o
tratamento crénico com DEX (5 mg/kg/dia por 7 dias na agua de beber) determinou
a reducao da IA e do PC a partir do primeiro dia, enquanto que o grupo pair-fed, sé
apresentou redugao de PC a partir do 5° dia (vs inicio), mas mesmo assim ainda
mantinham PC superior ao grupo tratado com DEX. Nesse sentido Ma et al. (2003)
verificaram que o PC dos animais tratados com DEX (0,6 mg/kg/dia) por 5 ou 10 dias
era significativamente menor em relacé&o aos grupos pair-fed. Portanto, parece que a
estratégia de controle pair-fed nao € muito eficiente em simular a redugdo de PC
induzida pela DEX. Estes resultados, associados ao fato de que a redugao forgcada
de IA possa determinar um aumento no nivel de estresse (FLAK et al. 2011)
contribuiram para a decisdo de nao utilizar esta estratégia neste presente estudo. Os
resultados do presente estudo mostram que a IA volta ao normal no décimo dia de
tratamento, embora a redugcédo de PC seja mantida, sugerindo assim que a redugao
da |A parecer estar envolvida no inicio da redu¢do do PC, mas ndo na manutengao

dessa resposta.

Outro fator envolvido na redugcdo do PC é a atrofia muscular, que foi
evidenciada no presente estudo nos musculos FHL e TA. Gilson et al. (2007)
sugeriram que a redugdo do PC seja resultado da atrofia muscular, pois ao
nocautear o gene que codifica a proteina miostatina em camundongos, estes
autores nao verificaram atrofia nem redugao de PC, apds submeter estes animais ao
tratamento com DEX (1 mg/kg por 10 dias). Da mesma forma, Baehr, Furlow e
Bodine (2011) demonstraram que camundongos fémeas nocauteadas para o gene
da MuRF-1 ndo apresentaram reducdo de PC apds tratamento com DEX e os

machos tiveram uma atenuag¢ao na redugéo de PC quando nao tinham o gene da
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MuRF-1. Vale ressaltar que neste estudo (BAEHR; FURLOW; BODINE, 2011) a
atrofia muscular induzida pela DEX foi bloqueada nos animais knock out.

A atrofia muscular é um dos efeitos colaterais mais deletérios do tratamento
cronico com a DEX. Recentemente, revisdes muito bem conduzidas vém tentando
explicar os diferentes mecanismos que podem contribuir para a reducdo da massa
muscular, induzida ou ndo por DEX (GLASS, 2010; SCHAKMAN, 2013; EGERMAN;
GLASS, 2014). Apesar da existéncia de varios estudos sobre este assunto, ainda
nao esta claro se a DEX provoca atrofia muscular por promover um aumento no
catabolismo ou reducdo de sintese proteica, principalmente porque os estudos
apresentam muitas diferengas em seus protocolos (doses, periodos de tratamento,
modo de administragdo, etc). Alguns autores demonstraram que o tratamento com
DEX reduz a sintese proteica de ratos tratados com 0,3 ou 1 mg/kg/dia durante 5 e
10, respectivamente (LONG; WEI; BARRETT, 2001; KAASIK et al., 2007). Estes
resultados foram confirmados em culturas celulares expostas a DEX (10 e 100 nM
por 48 horas), uma vez que Adams (2007) e Jogo et al. (2009) observaram redugao
da expressdo génica e producgido proteica do fator de ativacdo de transcrigéo
4 (ATF4) e reducdo da produgao proteica de miogenina, que resulta em um menor
aporte de AA e reparacgao para a célula, respectivamente. Por outro lado, 0 aumento
do catabolismo proteico causado pelo tratamento com DEX tem sido verificado tanto
em culturas celulares expostas a DEX apds 24 horas (YANG et al., 2007) como em
ratos tratados com 0,54 mg/kg na agua de beber durante 5 dias (COMBARET et al.,
2004), sendo que esse aumento no catabolismo acontece em virtude da ativagcéo
dos sistemas de degradacdo proteica como as caspases, calpainas e sistema
Ubiquitina proteassoma (MURTON; CONSTANTIN; GREENHAFF, 2008).

Os resultados evidenciam uma atrofia de 19,6% no musculo FHL apos
tratamento crénico com DEX. Estes resultados eram esperados uma vez que o
musculo FHL é composto principalmente por fibras do tipo llax e em menor grau por
fibras do tipo IlIb (LEE et al., 2004; HORNBERGER; FARRAR, 2004). Pellegrino et al.
(2004) ja haviam demonstrado que a DEX age preferencialmente sobre fibras de
contragao rapida (tipo 11x) em detrimento das lentas (tipo |). Importante destacar que
dados expondo o comportamento desta musculatura quando submetida ao

tratamento farmacolégico com DEX sé&o inexistentes, e nosso grupo destaca-se por
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ser um dos primeiros a investigar tais efeitos (MACEDO, A. G. 2013 e presente

estudo).

Na tentativa de determinar se a atrofia estava associada a aumento do
catabolismo ou reducdo de sintese proteicas, o presente estudo investigou a
producdo proteica de mTOR, p70S6K, FOXO3a, Atrogina-1 e MuRF-1. Tanto a
proteina mTOR como a p70S6K nao sofreram alteragdes pelo tratamento com DEX,
reforcando o encontrado por Nicastro et al. (2012b) que nao verificaram reducao no
total destas proteinas apoés tratar ratos com DEX por 7 dias. Kukreti et al (2013)
verificaram em cultura celular exposta a DEX que o total de mTOR também n&o era
alterado. Em relagao a proteina p70S6K, nosso laboratério ja havia verificado que
esta proteina nao foi reduzida apés tratamento com DEX (dados nao publicados),
estes dados vao de encontro aos obtidos por Long, Wei e Barrett (2001) que apesar
de n&o analisarem o FHL, demonstraram que o musculo EDL de ratos tratados com
DEX (0,3 mg/kg por 5 dias) ndo apresentava diminuigao no total de p70S6K, embora

a forma fosforilada desta proteina estava reduzida apés tratamento com DEX.

Em relagdo as proteinas envolvidas no catabolismo proteico, o presente
estudo verificou que o tratamento com DEX durante 10 dias ndo alterou o total de
FOXO3a e Atrogina-1, mas provocou aumento de 37% na produgao proteica de
MuRF-1 no musculo FHL. A proteina FOXO3a funciona como um link entre a via de
sintese proteica e a via de catabolismo proteico, sendo assim, era de se esperar que
sua produgao estivesse aumentada nos ratos tratados com DEX. Nossos dados nao
demonstraram aumentos na producdo de FOXO3a, o que é corroborado pelos
resultados observados por Nicastro et al. (2012c) apés tratarem ratos com DEX
durante 7 dias. Estes autores verificaram redugdo na razdo pFOXO03a%**/total
FOXO3a. Baher, Furlow e Bodine (2011) também observaram que o total proteico de
FOXO3a nao se alterava apds o tratamento com DEX por 3 ou 14 dias, embora
possuisse sua expressdo génica aumentada nos periodos analisados, o que é
reforcado por Cho et al (2010), que verificaram aumentos no mMRNA de FOXO3a
apo6s 7 dias de tratamento com GC. Os estudos que analisaram os efeitos da DEX
sobre a Atrogina-1 sdo escassos e inconclusivos, variando as respostas de acordo
com o material e dosagem utilizados (musculos ou cultura celular). Dados
relacionados ao mMRNA foram apresentados por Cho et al. (2010) apds tratarem

ratos com triancinolona (1mg/kg/dia, i.m.) por 1, 3 ou 7 dias. Estes autores
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verificaram aumentos de mRNA de Atrogina-1 a partir do 3° dia de tratamento e
atrofia no musculo EDL no 7° dia. Da mesma forma, Alamdari et al. (2012)
verificaram aumentos tanto no mRNA como no total proteico de Atrogina-1 apos
expor células (miotubos L6) a DEX por 24 horas (1 uM). Parece ser uma tendéncia
recente de se encontrar aumentos na producdo proteica de Atrogina-1 em cultura
celular expostas a DEX por 24 horas em diferentes concentragdes, variando de 1
pmol a 100 uM (CASTILLERO et al., 2013; KUKRETI et al., 2013). Baehr, Furlow e
Bodine (2011), utilizando uma dosagem de DEX de 3 mg/kg durante 3 ou 14 dias em
camundongos, conseguiram verificar aumentos no mRNA de Atrogina-1 no musculo
triceps sural (séleo, plantar e gastrocnémio lateral e medial) os quais também
apresentaram atrofia, no entanto estes autores ndo conseguiram associar este
aumento de gene da Atrogina-1 a atrofia muscular, uma vez que animais sem o
gene desta proteina também apresentaram atrofia. Esses dados reforcam o papel
chave da MuRF-1 na atrofia muscular induzida pela DEX, pois camundongos
nocaute para esta proteina apresentaram prevencao de atrofia dos musculos TA e
triceps sural apds tratamento com DEX. Por outro lado, quando os camundongos
nao apresentavam o gene da Atrogina-1, a atrofia induzida pela DEX permanecia
(Baehr, Furlow e Bodine, 2011). Resultados semelhantes aos do presente estudo
foram obtidos por Nicastro et al. (2012c), que observaram elevagbes na produgao
total da proteina MuRF-1 no musculo plantar de ratos tratados com DEX por 7 dias.
Estes resultados, associados ao do presente estudo parecem sugerir que a atrofia

provocada pela DEX no FHL envolva o aumento na produgao proteica da MuRF-1.

O TR (80% do carregamento maximo), realizado antes e durante o
tratamento com DEX por 10 dias, exerceu agao preventiva sobre a atrofia muscular
do FHL induzida pela DEX, onde o grupo TD apresentou um atrofia de 15,5% (vs
TC), significativamente menor quando comparada ao grupos SD, muito
possivelmente pelo fato de ser o principal musculo a ser solicitado durante a
escalada (PARK; FARRAR; LEE, 2008). Esta atenuagao da atrofia do FHL parece
envolver um aumento de 63% na proteina mTOR e 49% na p70S6K somados ao
bloqueio do aumento da MuRF-1 no grupo TD. Os Estudos envolvendo TR e
tratamento com DEX s&o escassos, mas Nicastro et al. (2012b) verificaram que o TR
em forma de agachamento somado ao tratamento com DEX por 7 dias nao resultou

em aumento no total da proteina mTOR e p70S6K, mas aumentou a razéo



48

pmTOR®*?*8/total mTOR e pp70S6K™"*®/total p70S6K. Da mesma forma nossos
resultados ndo demonstraram alteragdes na producgéo total de FOXO3a pelo TR o
que também foi verificado por Nicastro et al. (2012b), embora este autor tenha
observado que o TR em forma de agachamento reduziu a razdo fosforilada/total
desta proteina. Em relacdo a Atrogina-1 outros autores tém demonstrado sua
reducdo em musculos de contragdo rapida, apés TR por longos periodos, mas
parece que esta resposta estd mais presente em protocolos de baixa intensidade
(ZANCHI et al., 2009; MACEDO, A. G. 2013). Nicastro et al. (2012b) observaram em
relacdo a proteina MuRF-1 que o TR n&o provocava mudanga nos valores desta
proteina quando comparados ao grupo somente tratado com DEX, ja nossos dados
mostram que o TR manteve a produgcdo de MuRF-1 em niveis basais, isto &, os
animais treinados e tratados compartilhavam valores de MuRF-1 semelhantes ao
grupo somente treinado. A ndo observancia de alteragdo no total das proteinas
supracitadas na literatura, talvez seja devido ao curto tempo de emprego do TR
(concomitante ao tratamento, ou seja, somente 7 dias). Assim, os resultados
sugerem que o efeito protetor do TR sobre a atrofia muscular causada pela DEX no
musculo FHL envolveu aumentos na producéo total de mTOR e p70S6K somados a

manutencgao da produgéao total de MuRF-1.

Além dos efeitos preventivos sobre a atrofia muscular no FHL, o TR também
foi eficaz em provocar hipertrofia no grupo TC em relagédo ao grupo SC (+9%),
reproduzindo os dados obtidos anteriormente por Hornberger e Farrar (2004) e Park,
Farrar e Lee (2008), obtidos apds 8 semanas de TR intenso (intensidades maiores
que a do presente estudo) realizado em escada. De acordo com os resultados do
presente estudo, as proteinas mTOR e p70S6K parecem estar envolvidas nesta
resposta, uma vez que suas produgdes estavam aumentadas apdés o TR, quando
comparadas ao grupo controle (63% e 46%, respectivamente). Em relacdo a
proteina mTOR, Léger et al (2006) verificaram aumento no musculo quadriceps de
humanos apds 8 semanas de TR, o que estava correlacionado com o aumento da
fosforilagdo da mTOR. Baar e Esser (1999) ja haviam verificado que a hipertrofia no
musculo TA, plantar e EDL era dependente da fosforilagdo de p70S6K apds 6

semanas de TR simulado por eletroestimulacéo.
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Os dados obtidos até o presente momento demonstram uma atrofia do
musculo TA de 17%, que concordam com os achados de Pellegrino et al. (2004)
pois € um musculo glicolitico, de contragao rapida e confirma os resultados obtidos
anteriormente (BAREL et al., 2010 e DIONISIO et al, 2014). Assim como foi
observado para o musculo FHL, a presente investigagdo verificou que apds o
tratamento farmacolégico com DEX, a producgédo total de MuRF-1 encontrava-se
elevada em 45,5% no TA. Clarke et al. (2007) verificaram aumentos dessa proteina
somados a reducido de miosina de cadeia pesada em cultura celular exposta a DEX
(100 puM por 24 ou 32 horas). Mais recentemente, Kukreti et al. (2013) também
observaram aumentos na produgao proteica de MuRF-1 em células expostas a DEX
por 24, justificando a diminuicdo da area dos miotubos observada (-34%). Da
mesma forma, Castillero et al. (2013) verificaram aumentos génicos e proteicos de
MuRF-1, associados ao aumento da degradacgéo proteica e redugédo de 30% no
tamanho celular em células expostas a DEX. Cho et al. (2010) submeteram ratos ao
tratamento com triancinolona (1 mg/kg/dia, i.m.) por 1, 3 ou 7 dias, e verificaram
aumentos de mRNA de MuRF-1 no 7° de tratamento no musculo EDL (fibras de
contragdo rapida), correlacionados com atrofia desse musculo. Nicastro et al.
(2012c) observaram aumentos na producéao proteica de MuRF-1 apés tratamento de
7 dias com DEX (5mg/kg/dia, agua de beber), explicando a atrofia dos musculos
plantar e EDL. Da mesma forma que no musculo FHL, ndo foi observada qualquer
alteracao de producao total de mTOR, p70S6K, FOXO3a e Atrogina-1 no TA apos
tratamento crénico com DEX por 10 dias, o que confirma resultados previamente
observados por Nicastro et al. (2012b) e nosso laboratério (dados nédo publicados).
Com isso, a partir dos dados obtidos até o presente momento, a atrofia muscular no
musculo TA pode ser atribuida ao aumento na producéo total da proteina MuRF-1.

Diferente do observado no FHL, o TR a 80% do carregamento maximo,
realizado em escada, n&o foi capaz de atenuar a atrofia imposta pelo tratamento
crénico com DEX no musculo TA, pois o grupo TD apresentou uma redugéo de -
19,7% (vs TC). Acredita-se que por ndo ser o musculo mais requisitado durante o
ato de escalar o TA ndo tenha se beneficiado dos efeitos protetores do TR. Além
disso, TR ndo conseguiu modular a produgdo de nenhuma das proteinas analisadas
nesse musculo. Uma possivel explicagdo pode ser pelas diferengcas na composi¢ao

de fibras entre o TA e FHL. Enquanto FHL é composto predominantemente por
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fibras MHC2a/x (lla/x) e pequenas porcentagens de MHC2b (lIb) (LEE et al., 2004;
HORNBERGER; FARRAR, 2004), o musculo TA é composto principalmente por
MHC2b (llb) (LEE et al.,, 2004; ZHONG et al., 2007). Nicastro et al. (2012b)
utiizaram TR de agachamento (70% da capacidade fisica maxima voluntaria) e
também nao observaram alteracdes na produgao proteica total de mTOR, p70S6K,
FOXO3a e MuRF-1 no musculo plantar dos animais treinados, com ou sem
tratamento com DEX, mas verificaram aumentos da razdo pmTOR(S®?*8)total
mTOR e p70S6K™3total p70S6K e reducdo dessa razdo para
pFOX03a**?*3)total FOXO3a nos ratos treinados.

Como esperado, por ser um musculo de fibras oxidativas (tipo I), o SOL nao
apresentou alteragdes em seu peso muscular apos 10 dias de tratamento com DEX.
Outros autores ja haviam reportado que o musculo SOL nédo é grandiosamente
sensivel ao tratamento com DEX. Gilson et al. (2007) demonstraram que animais
que receberam DEX ndo apresentaram reducdo de massa muscular do SOL. Nesse
sentido, Yamamoto et al. (2010) também nao verificaram redug¢ao do peso muscular
do SOL apéds tratamento oral com DEX de 0,6 mg/kg por 5 dias, embora tenham
verificado redugdo de area de secgao transversa, juntamente com a redugéo
simultanea de fibras tipo | e tipo Il. Dados anteriores do laboratério também ja
haviam demonstrado a manutencéo dos valores de peso muscular do musculo SOL
apos tratamento com DEX, mesmo em doses maiores que a do presente trabalho
(BAREL et al., 2010). Uma possivel explicacdo para o musculo SOL nao ser afetado
pela DEX baseia-se em sua composicado de fibras, pois este musculo é composto
principalmente de fibras tipo |, 2A e 2X com uma menor proporc¢ao de fibras tipo 2B,
o oposto do encontrado no musculo TA que tem predominancia de fibras do tipo 2B
e 2X e como as fibras mais afetadas pela DEX s&o as fibras tipo 2X, a perda
provocada nesse musculo seria quase imperceptivel devido a baixa porcentagem
dessas fibras (Pellegrino et al. 2004). A administracdo de DEX ndo alterou a
producao de nenhuma proteina analisada. Apesar de escassos os estudos utilizando
o musculo SOL, alguns autores que verificaram a redugdo no peso muscular ou na
area de seccao transversa desse musculo observaram aumentos somente na
expressdo génica da Atrogina-1, apds tratarem ratos com DEX (YAMAMOTO et al.
2010; BAPTISTA et al. 2013). Oito semanas e dez dias de TR em escada também

nao provocaram efeito sobre a massa muscular do SOL, como ja observado por



51

outros autores apés TR em escada de forma mais intensa (3 vezes por semana
durante 8 semanas) (HORNBERGER; FARRAR, 2004; PARK; FARRAR; LEE,

2008). TR nao alterou nenhuma das proteinas analisadas no musculo SOL.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permite-nos sugerir que a atrofia muscular observada
nos musculos FHL e TA apds 10 dias de tratamento farmacolégico com DEX esta
intimamente relacionada ao aumento da proteina atréfica MuRF-1. Por sua vez, o
TR foi capaz de prevenir a atrofia no musculo mais recrutado ao ato de escalar, o
FHL, devido a combinagdo de aumentos nas proteinas mTOR e p70S6K somados a

reversao do aumento induzido pela DEX na proteina MuRF-1.
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