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RESUMO

Introducdo: Miostatina (MSTN), € um membro da familia TGF-B, é caracterizada
como um regulador negativo da massa muscular e esta presente em pequenas
quantidades no tecido adiposo. Evidéncias sugerem sua participagdo no metabolismo
energético. Folistatina (FS) € uma proteina que se liga a MSTN e inibe sua acdo.
Objetivo: O objetivo deste estudo foi determinar a influéncia do exercicio na expressdo
da MSTN, seus receptores (ActRIIB e ALK4) e da FS no musculo (gastrocnémio
branco) e tecidos adiposos (gordura mesentérica, epididimal, subcutanea e tecido
adiposo marrom — TAM) em ratos com diabetes induzido por STZ. Material e
métodos: Animais controle e diabéticos eram randomicamente distribuidos no grupo
natacdo (CE e DE) ou grupo sedentario (CS e DS). Os animais realizaram exercicio por
4 semanas. O RNAmM da MSTN, ActRIIB, ALK4 e FS foram quantificados por RT-PCR
e expressdo proteica por Western Blotting. Foi utilizado teste ANOVA two-way (post-
hoc de Tukey). Resultados: A concentracdo glicémica no sangue do DE foi menor
quando comparado ao DS. A expressdao de MSTN e FS aumentaram no DS comparado
ao CS no musculo e na gordura subcutanea. A expressdo do ActRIIB aumentou no DS
comparado ao CS no musculo, gordura mesentérica e TAM. A expressdao de ALK4
aumentou no DS comparado com CS somente no TAM. A expressao protéica da MSTN
aumentou no musculo do DS comparado ao CS. A expressdo do pro-peptideo da MSTN
aumentou no DS comparado ao CS na gordura mesentérica e TAM. Ap0s o treinamento
de natacdo a expressdo da MSTN e ActRIIB foram menores no CE comparado ao CS no
TAM. A expressdao da MSTN aumentou na gordura mesentérica e a expressao da FS
diminuiu no musculo, gordura mesentérica e subcutdnea e TAM nos animais DE
guando comparados ao DS. A expressdo de ALK4 foi menor no TAM quando
comparado DE com DS. A expressdo do LAP da MSTN diminuiu no musculo e na
gordura mesentérica do DE comparado ao DS. Conclusado: Os resultados indicam que
as expressdes da MSTN, de seus receptores e da FS mudaram tanto no musculo quanto
no tecido adiposo de ratos diabéticos e que essa expressdao pode ser modulada pelo
exercicio no Diabetes Mellitus.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, miostatina, receptores de miostatina, folistatina,
exercicio



ABSTRACT

Introduction: Myostatin (MSTN), a member of TGF-p family, is characterized as a
negative regulator of muscle mass and is present in small quantities in adipose tissue.
Accumulating evidences suggest its participation in energetic metabolism. Follistatin
(FS) is a non-related protein which inhibits MSTN action. Objective: The objective of
this study was to determine the influence of exercise in the expression of MSTN, its
receptors (ActRIIB and ALK4), and FS in muscle (white gastrocnemius) and fat
(epidydimal, mesenteric, subcutaneous and brow adipose tissue — BAT) in
streptozotocin-induced diabetic rats. Material and Methods: Control and diabetic
animals were randomly assigned to a swimming training group (EC and ED) or a
sedentary group (SC and SD). Exercising animals swam for 4 weeks. MSTN, ActRIIB,
ALK4 and FS mRNA was quantified by real time RT-PCR and protein expression by
Western blotting. Results: Blood glucose was significantly lower in ED than in SD.
MSTN and FS mRNA expression increased in SD compared to SC in muscle and
subcutaneous fat. The expression of ActRIIB mRNA increased in SD compared to SC
in muscle, mesenteric fat and BAT. Expression of ALK4 mRNA increased in SD
compared to SC only in BAT. The protein expression of MSTN increased in muscle of
the DS when compared to CS. The expression of N-terminal propeptide from the MSTN
increased in DS compared to CS in mesenteric fat and TAM. After training, MSTN and
ActRIIB were lower in EC compared to SC in BAT. MSTN increased in mesenteric fat
and FS mRNA expression decreased in muscle, mesenteric, subcutaneous fat and BAT
in ED when compared with SD. ALK4 mRNA expression was lower in BAT when
compared to ED with SD. The expression of LAP of MSTN decreased in muscle and
mesenteric fat f DE compared to DS. Conclusion: The results indicate that MSTN, its
receptors and FS expression changes in both muscle and adipose tissues in diabetic rats
and that their expression can be modulated by exercise in Diabetes Mellitus.

Key-words: Diabetes mellitus, myostatin, receptors of myostatin, follistatin, exercise
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1. INTRODUCAO

O Diabetes Méllitus (DM) é uma doenga croénica com alta morbi-mortalidade e elevado
custo social. Segundo a International Diabetes Federation (IDF), a doenca atinge hoje mais
de 300 milhGes de pessoas em todo 0 mundo e custou a economia global US$ 376 bilhGes em
2010 ou 11,6% da despesa mundial com saude. A IDF (2010) prevé que até 2030 um total de
438 milhdes de pessoas desenvolvam DM, com custos projetados podendo ultrapassar
US$490 bilhdes.

A Organizacdo Mundial de Saude (Alberti e Zimmet, 1999) e a American Diabetes
Association (ADA, 2009) classificam o DM nas principais formas: DM tipo 1 (DM1), DM
tipo 2 (DM 2), DM gestacional e outros tipos especificos de DM.

O DM caracteriza-se como um grupo heterogéneo de disturbios metabolicos apresentando
em comum a hiperglicemia, que resulta de defeitos na acdo da insulina, secre¢éo da insulina
ou de ambos (SBD, 2009).

A insulina é o mais potente hormdnio anabdlico conhecido, sendo produzida pelas células
B pancréticas nas llhotas de Langerhans, e tendo a sua secrecdo estimulada pela glicose,
arginina, gliceraldeido e leucina. No musculo, tecido adiposo e figado, a captagdo de glicose
é regulada pela acdo da insulina. Ela promove o estoque de substratos (lipogénese,
glicogénese e sintese protéica) e inibe a lipdlise, glicogendlise e quebra de proteina (Saltiel e
Kahn, 2001) além de estimular o crescimento e diferenciacéo celulares (Kahn, 2005).

A acdo da insulina se inicia pela sua ligacdo aos seus receptores (IR), que pertencem a
familia das tirosinas quinases. Os IRs sdo proteinas tetraméricas constituidas por duas
subunidades a (que se situam no lado externo da membrana) ¢ duas subunidades B (que
penetram na membrana e projetam-se no citoplasma celular). Funcionalmente, o receptor de
insulina se comporta como uma enzima alostérica, em que a subunidade inibe a  atividade
intrinseca da tirosina quinase da subunidade 3 (Saltiel e Kahn, 2001). A ligagdo da insulina a
subunidade a levaa ativacdo da subunidadef causando mudanga conformacional e aumento
da atividade do dominio quinase. Logo ap6s, ocorre a fosforilacdo de proteinas que sdo
substrato do receptor de insulina (IRS). Ja foram encontrados nove tipos de IRS, sendo IRS-3
a mais abundante no tecido adiposo e IRS-4 no musculo esquelético, fibroblastos, figado,
coragdo, hipotalamo e rim. Apos a fosforilagdo das IRS, ocorre a ativagdo da fosfatidilinositol
3 quinase (PI-3-Kinase) que posteriormente ativa a quinase serina/treonina (Akt). A Akt

desempenha um importante papel na ativacdo das vias metabdlicas da insulina para a




translocacdo do transportador de glicose (GLUT) para a membrana celular (Furukawa et al.,
1995; Katsanos, 2004; Kahn, 2005).

O metabolismo energético tem como principais cenarios, o musculo, o tecido adiposo e o
figado. Esses cenarios se revezam e se comunicam entre si através de diversos mensageiros
hormonais ou ndo para manutengdo da homeostase.

O musculo esquelético representa um dos tecidos mais importantes na manutencdo da
homeostase de glicose, pois responde por 80% da captacdo da glicose estimulada pela insulina
(Baron et al., 1988). Em ambos os tipos de DM (DM 1 e 2) ocorre a perda de massa muscular
esquelética, devido a quebra acentuada de proteinas miofibrilares por meio do aumento da
atividade da via ubiquitina-proteassoma, bem como a depresséo de sintese protéica (Anthony
et al., 2002; Wang et al., 2006; Russell et al., 2009; Wieteska-Skrzeczynska et al., 2009).

Ja o tecido adiposo que se acreditava ser um deposito de armazenamento de energia
relativamente inerte (Gil-Campos, Canete e Gil, 2004), revelou-se um o6rgdo enddcrino
altamente dindmico que modula o metabolismo energético pela liberacdo de acidos graxos
livres (AGL), glicerol, citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas e horménios, incluindo a
leptina e a adiponectina.

Os diferentes tecidos adiposos possuem comportamentos metabdlicos distintos. Os
depdsitos de gordura visceral contribuem para 0 aumento AGL e citocinas pré-inflamatorias.
A gordura visceral é mais sensivel as agdes lipoliticas das catecolaminas e menos sensivel a
acao antilipolitica da insulina. O aumento da lipolise na gordura visceral aumenta as
concentracdes de AGL que seguem pela veia porta para o figado, causando resisténcia a
insulina e levando ao aumento da producdo hepética de glicose (Despres e Lemieux, 2006).

O tecido adiposo marrom (TAM) tem funcdo distinta do tecido adiposo branco, sendo
responsavel pela termogénese. O TAM é rico em mitocondrias, sendo a termogénese mediada
pela expressdo da proteina desacopladora 1 (UCP1) na membrana mitocondrial interna, que
dissipa o gradiente de prétons, que é produzido pela cadeia transportadora de elétrons. A
UCP1 é exclusiva do TAM. O produto final da metabolizacdo de &cidos graxos € a produgédo
de calor. O TAM pode causar modificacfes na massa corporal, porque participa do controle
de gasto energético e afeta 0 metabolismo, aumentando a sensibilidade a insulina (Yoshioka,
Yoshida e Kondo, 1992; Cinti, 2006). Entretanto, durante ativacdo induzida pelo frio, apenas
10% do metabolismo de TAM ¢ derivado da captacdo de glicose (Virtanen et al., 2009).

Estudos mais recentes mostram que o0 TAM também esta presente no humano adulto,
assim como em roedores e criancas, e é ativado pelo frio. Além disso, a quantidade de TAM ¢

inversamente proporcional ao indice de massa corporal (IMC), ou seja, € menor em




individuos com sobrepeso e obesidade, especialmente em idosos, sugerindo possivel papel
desse tecido contra a obesidade e diabetes (Cypess et al., 2009; Van Marken Lichtenbelt et
al., 2009; Cypess e Kahn, 2010).

O transporte de glicose no musculo esquelético pode ser ativado por, pelo menos, duas
vias diferentes. Uma por acdo da insulina e outra ativada pela hipoxia e/ou
contracdo/exercicio. A captacdo de glicose independente de insulina envolve a proteina
quinase ativada por adenosina monofosfato ciclico (AMP-K), que funciona como um
metabolito na fosforilacdo de proteinas importantes em diversas vias metabolicas incluindo
transporte de glicose, metabolismo de lipideo hepatico, lipolise do adipdcito, oxidacdo de
acidos graxos e glicose no musculo (Krook, Wallberg-Henriksson e Zierath, 2004; Dulloo,
2005; Kramer e Goodyear, 2007).

O exercicio fisico é recomendado na prevencdo do DM tipo 2 bem como no plano
terapéutico do DM tipo 1 e tipo 2 (Lehti et al., 2006). Sabe-se que o exercicio de endurance
ou aerobio é essencial para o tratamento do DM, pois ajuda a regular a glicose sanguinea e
diminui o risco a longo prazo de complicacdes cardiovasculares (SBD, 2009). Apos o
exercicio, ocorre aumento da expressao e/ou atividade de proteinas das vias de sinalizacdo de
insulina, envolvidas no metabolismo de glicose. O aumento da captacdo de glicose pos-
exercicio esta relacionado ao aumento da expressdo de IRS e PI-3-Kinase, aumentando a
sinalizac&o da insulina (Hawley e Houmard, 2004).

Ambos 0s exercicios aerébios, em curto prazo e cronico, também aumentam a sintese
de glicogénio e glicolise, atividade da hexoquinase e atividade do glicogénio sintetase (Kim et
al., 2000; Reynolds et al., 2000; Kretschmer et al., 2005). Em ratos diabéticos, o0 exercicio
também exerce efeito protetor, aumentando a sensibilidade a insulina e promovendo a
manutencdo das celulas B (Kiraly et al., 2007; Leme et al., 2007). Adicionalmente, foi
demonstrada que a diminui¢do do conteddo de glicogénio no figado de ratos diabéticos pode
ser aumentada pelo exercicio aerobio por adaptacGes cronicas no figado permitindo que ratos
diabéticos restaurem seus estoques hepéticos de glicogénio (Leme et al., 2007).

A miostatina (MSTN) ou GDF-8 (Fator de Diferenciacdo e Crescimento 8) pertence a
superfamilia do TGF-p (Fatores  de transformgdo e crescimento). A familia dos TGF-p é
composta por mais de 35 membros peptidicos, que incluem as activinas, proteinas 0sseas
morfogenéticas (BMPs), fatores de crescimento e diferenciacdo (GDFs) e fatores de
transformacéo do crescimento (TGFs). Esses fatores exercem acao regulatoria sobre processos

celulares fundamentais como crescimento e diferenciacdo, motilidade, adesao, reparo e morte,




e desempenham, portanto papel importante sobre o desenvolvimento e a homeostase tecidual
(Massague, 1998).

A MSTN é uma proteina sintetizada em uma forma precursora composta por 375
aminoacidos, essencialmente no musculo esquelético. Apos sofrer dois processamentos
proteoliticos gera um N-terminal chamado de Peptideo Associado a Laténcia (LAP), com
peso molecular de 40 KDa e uma fragdo C-terminal que é denominada de MSTN madura com
26 KDa, sua parte biologicamente ativa (Mcmahon et al., 2003; Mcfarlane et al., 2005).

O desenvolvimento de camundongos transgénicos deficientes na expressdo de MSTN
revelou que essa proteina funciona como regulador negativo do crescimento do musculo
esquelético. Esses animais transgénicos apresentam aumento da massa muscular esquelética,
resultante da combinacdo de hipertrofia e hiperplasia celulares (Mcpherron, Lawler e Lee,
1997). Enquanto no tecido adiposo, a MSTN promove a diminuicdo adipogénese e 0 acimulo
de gordura (Lin et al., 2002; Mcpherron e Lee, 2002). Essas a¢bes, no musculo e no tecido
adiposo, tém motivado a busca de mecanismos de supressdo da acdo da MSTN visando
aumento de massa muscular e diminuicao de tecido adiposo.

A MSTN assemelha-se estruturalmente as activinas e a sua cascata de sinalizagéo ¢
semelhante a das activinas e TGF- (Mcpherron e Lee, 1997). Ela se liga aos receptores tipo
Il, principalmente 1IB, e tipo I, principalmente ALK 4 e ativa as Smads 2 e 3, que s&o
sinalizadores intracelulares (Lee et al., 2005). Suas a¢des biologicas sdo neutralizadas pela
folistatina (FS), pela FLRG (follistatin-related gene family) e por seu proprio pré-peptideo
(Hill et al., 2002).

O papel desempenhado pela MSTN na regulacdo do aumento da massa muscular tem
sido ativamente estudado, as implicacbes metabolicas de suas agdes no musculo ndo estdo
definidas. Do mesmo modo, embora a MSTN seja expressa no tecido adiposo em menor
quantidade do que no musculo, os resultados produzidos até agora sugerem ac¢0es fisiologicas
e metabolicas também neste tecido (Lin et al., 2002; Mcpherron e Lee, 2002; Feldman et al.,
2006), despertando grande interesse terapéutico e comercial (Tsuchida, 2004; Matsakas e
Diel, 2005).

Embora, ndo tenha sido demonstrada alteragcdo da expressao da MSTN no mdsculo de
modelos animais de deprivacdo de insulina (Barazzoni et al., 2004), a mutacdo do gene da
miostatina em camundongos que sdao modelos genéticos de obesidade e diabetes, agouti Ay e
Lep ob/ob, levou a supressdo parcial do acimulo de gordura e da hiperglicemia, que séo
caracteristicas desses animais (Mcpherron e Lee, 2002). Em outra estratégia de também

suprimir a acdo da MSTN foram gerados camundongos com expressao elevada do pro-
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peptideo da MSTN, que é capaz de inibi-la (Zhao, Wall e Yang, 2005). Esses animais
apresentaram além do aumento da massa muscular, manutencao da sensibilidade a insulina e
normoglicemia, mesmo quando submetidos a dieta rica em gorduras, 0 que em animais
normais levou a resisténcia insulinica. Por outro lado, o aumento da producdo enddgena de
miostatina em camundongos adultos levou ao desenvolvimento de caquexia (Zimmers et al.,
2002). No homem, a concentragdo sérica e muscular de MSTN em pacientes com perda
muscular na sindrome de imunodeficiéncia adquirida se eleva (Gonzalez-Cadavid et al., 1998)
e a expressdo de MSTN no masculo de individuos obesos diminui apds reducédo de peso (Park
et al., 2006).

Chen e colaboradores (2010) sugerem que a MSTN pode potencialmente atuar como
uma miocina, derivada do mdasculo, regulando diretamente o metabolismo energético por
promover glicolise e captacdo de glicose, bem como diminui¢do no conteddo de glicogénio
em miotubos de células C,C;s».

Em conjunto, os resultados sugerem a existéncia de funcdo regulatéria da MSTN sobre
0 metabolismo energético, no musculo e no tecido adiposo, e um possivel papel benéfico da
supressdo da MSTN em doencas metabdlicas, demonstrado tanto no homem como em
animais experimentais (Gonzalez-Cadavid e Bhasin, 2004; Milan et al., 2004; Park et al.,
2006; Lehti et al., 2007).

Os relatos sobre as a¢gdes da MSTN no tecido adiposo sdo ainda muito contraditorios.
Estudos in vitro mostram que em adipdcitos maduros, a MSTN causa adipogénese, porém em
pré — adipdcitos ela inibe a adipogénese. Ja em estudos in vivo, a inibicdo da MSTN no
masculo causa diminui¢do do tecido adiposo, porém sua superexpressdo no tecido adiposo
resulta em pequenos adipocitos imaturos, com maior gasto energético e resisténcia a
obesidade dietética e genética (Artaza et al., 2005; Feldman et al., 2006; Guo et al., 2009).

O receptor de MSTN tipo 1B, ActRIIB, € expresso no tecido adiposo, onde a MSTN
mostrou ser capaz de atuar na via de sinalizacdo que envolve a fosforilagdo das Smads.
Mesmo considerando-se a baixa expressdo de MSTN no tecido adiposo quando comparada ao
musculo, como a MSTN estd presente na circulacdo, a sua acdo poder-se-ia dar por via
enddcrina. Entretanto, injecdes sisttmicas de MSTN nédo causaram efeitos diretos no tecido
adiposo, apesar de ter ocorrido diminuigdo da massa muscular (Milan et al., 2004; Stolz et al.,
2008).

A expressdo da MSTN, em resposta ao exercicio, tem sido estudada no homem e em
modelos animais. Estes estudos tém demonstrado diminuicdo da expressao desta proteina e de

seu receptor em resposta a exercicios de resisténcia de longa e curta duracdo (Matsakas e
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Diel, 2005; Matsakas et al., 2005; Heinemeier et al., 2007; Hulmi et al., 2007), o que pode
indicar a importancia da MSTN na hipertrofia muscular induzida pelo exercicio. Em recente
publicacdo, Lehti e colaboradores (2007), mostraram diminui¢do da expressdo da MSTN no
musculo de camundongos diabéticos e sua atenuacdo com exercicio.

Modelos animais tém um longo caminho na histéria da pesquisa do DM. O uso da
estreptozotocina (STZ) como indutora do DM é ampla. A STZ trata-se de um agente anti-
bacteriano que também apresenta atividade anti-tumoral em sistemas in vitro e in vivo (Herr,
Jahnke e Argoudelis, 1967) e diabetogénica (Rakieten, Rakieten e Nadkarni, 1963). A droga
se acumula seletivamente nas células beta pancreéaticas levando a uma toxicidade e morte
dessas células (Lenzen, 2008). STZ age nas celulas B pancreéticas via transportador de glicose
— GLUT 2. Estudos mostraram que a STZ restringe a expressao do GLUT 2 in vivo e in vitro
quando administrada em mudltiplas doses (Wang e Gleichmann, 1995). Porém ha& muita
controvérsia sobre a quantidade aplicada versus tipo do DM desenvolvido (Barazzoni €t al.,
2004; Lehti et al., 2007; Zhao et al., 2010). Em recente publicacdo, Lehti e colaboradores
(2007), mostraram diminuicdo da expressio da MSTN no muasculo de camundongos

diabéticos e sua atenuagcdo com exercicio.
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2. OBJETIVO

Investigar a participacdo da MSTN, de seus receptores (ActRIIB e ALK 4) e da FS no
DM, no repouso e no exercicio fisico, pela quantificacdo de sua expressdao no masculo

esquelético e tecidos adiposos.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e Condicdes Experimentais

Ratos Wistar, adultos, pesando 156,75 + 3,68g (média + erro padrdo da média) foram
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) e utilizados
para a realizacdo dos experimentos. Durante o periodo experimental, os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, no biotério do Laboratério de Fisiologia do Exercicio, do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF), sob condi¢Bes constantes de temperatura
(22°C), umidade e iluminacdo (8-18h: claro; 18-8h: escuro) e com oferta de agua e dieta
PRIMOR (Séo Paulo, Brasil) ad libitum. Todos os animais permaneceram durante uma
semana em condicdes de aclimatacdo com dieta padréo ad libitum.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da UFSCar (Protocolo n. 035/2007).

3.2 Inducéao do DM

Ap0s periodo de aclimatacdo, os animais foram divididos em 2 grupos:
1) Grupo controle (n = 25) - GC: animais receberam injecdo de citrato de sddio (veiculo).
2) Grupo diabético (n = 25) - GD: animais receberam injecdo de estreptozotocina.

A aplicacdo intraperitoneal de 60mg/kg Estreptozotocina (STZ, Sgma-Aldrich, S.
Louis, EUA).

Doze animais foram excluidos por ndo atingirem niveis glicémicos considerados

compativeis com inducdo de DM (glicemia > 250 mg/dL).
3.3 Controle de Ingestdo Alimentar e Massa Cor poral
A ingestdo alimentar e a massa corporal foram mensuradas diariamente durante todo o

periodo experimental. A massa corporal e a racdo foram aferidas com balanca eletronica

(Bioprecisa, Minas Gerais, Brasil).
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3.4 Controle Glicémico

Durante a semana que foi realizada a inducdo do DM, a concentracdo glicémica foi
monitorada diariamente e durante as semanas de treinamento, a determinacdo da
concentracdo glicémica foi realizada trés vezes por semana, duas vezes ao dia, 7H. as 8H.
(pré-treino) e 18H. as 19H. (pos-treino). A confirmacdo da inducdo da DM se dava por
glicemia > 250 mg/dL (Sanchez et al., 2005). A concentragdo glicémica foi determinada por
glicosimetro portatil (Accu-Chek Active®, AM Roche Diagnostics, EUA), em amostras de
sangue coletadas da cauda dos animais. Os animais recebiam injec6es de insulina (Lantus®,

1U, Sanofi Aventis, Alemanha) em dias alternados e no final do periodo claro.

3.5 Exercicio Fisico

No sexto dia, apds a indu¢do do DM, os animais dos grupos controles e diabéticos
foram subdivididos nos seguintes grupos:
1) Grupo Controle Sedentario (n=8) - CS: 0s animais permaneciam sedentarios;
2) Grupo Controle Exercicio (n=8) - CE: os animais exercitavam-se durante 4 semanas;
3) Grupo Diabético Sedentario (n=11) - DS: os animais permaneciam sedentarios;

4) Grupo Diabético Exercicio (n=11) - DE: os animais exercitavam-se durante 4 semanas.

3.5.1 Programa de Exercicio Fisico

Os animais do grupo exercicio foram submetidos a exercicio na modalidade natacéo,
em 2 sessdes diérias de 45 minutos, as 9H. e 17H., com frequéncia de 5 vezes por semana,
durante 4 semanas (Matsakas et al., 2006). O exercicio era realizado em tanques individuais
(50 cm de altura x 30 cm de didmetro) com agua em temperatura controlada (34°C) e com
sobrecarga atada a cauda para garantir que o animal ndo flutuasse e se mantivesse em
atividade durante toda a sessdo (Matsakas et al., 2006). Essa sobrecarga teve um acréscimo
de 1% a cada semana até atingir 5% da massa corporal, permanecendo assim até o final da
quarta semana (Matsakas e Diel, 2005; Matsakas et al., 2006; Leme et al., 2007; Sene-
Fiorese et al., 2008).

Para adaptacdo dos animais ao exercicio, nos primeiro e segundo dias, a natacéo foi
realizada sem adicéo de carga na cauda, por duracdao de 1h (2 x 30 min.), e no terceiro dia o

exercicio foi realizado com duracao de 90 minutos (2 x 45 min.) sem adicdo de carga.
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Durante o periodo de exercicio, 0s grupos sedentarios permaneciam durante 5 minutos
em tanques, iguais ao do grupo exercicio, com agua rasa (5 cm) na mesma temperatura,
simulando o estresse de exposicdo a dgua (Matsakas et al., 2005; Matsakas et al., 2006;
Kiraly et al., 2007).

3.6 Coleta de sanguetruncal e detecidos

No dia seguinte a Gltima sessdo de treinamento, os animais foram decapitados. O
sangue truncal e os tecidos adiposos brancos (epididimal, subcutanea e mesentérico), tecido
adiposo marrom (TAM) e mausculo gastrocnémio branco foram dissecados, pesados,
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80° C para posterior

andlise.

3.7 Quantificacdo da expressdo de MSTN, ActRIIB, ALK 4eFS

A quantificacdo da expressdo do RNA mensageiro de MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS
foram realizadas por PCR-RT. Esta andlise foi realizada no Laboratorio de Bioquimica E

Biologia Molecular do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar.

3.7.1 Extracdo de RNA total

No dia da extracdo, 100mg de tecido foi homogenizado (Homogenizador Power Gen
— Fisher Scientific 1000) em TRIzol® (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Califérnia, EUA)
(1ml) segundo os seguintes protocolos:
* Masculo

Apds homogenizacao, adicionava-se 200 uL de clorofimio e as amostras foram
agitadas manualmente durante 15 segundos. A seguir as amostras permaneciam em
temperatura ambiente (15 — 30° C) por 2,5 minutos. Centrifugavam-se (Eppendorf 5804R) as
amostras por 15 minutos, a 12000 rpm, a 4° C. Seguindo a centrifugacdo transferia-se o
sobrenadante para um microtubo limpo. Eram adicionados 500 uL de isopropanol ¢ a amostra
era agitada por inversdo manual, permanecendo por 10 minutos em temperatura ambiente. A
seguir, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 12000 rpm (4° C) e ao sobrenadante era
acrescentado 1 mL de etanol 75%. Apos nova centrifugacdo, por 5 minutos a 7500 rpm (4°

C), o sedimento restante permanecia a temperatura ambiente durante 5 minutos. Apos esse
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tempo, acrescentava-se 30 uL dea gua tratada com DEPC (dietil pirocarbonato) 0,1%. As
amostras eram entdo congeladas e armazenadas a -80° C para posterior analise.
» Tecido adiposo

Apo6s homogenizacdo as amostras permaneciam por 5 minutos em temperatura
ambiente. Adicionava-se 200 pL de cloroférmio as amostras e agitava-se manualmente
durante 15 segundos. Logo ap0s, as amostras permaneciam em temperatura ambiente por 15
minutos. As proximas etapas foram semelhantes aquelas descritas em relacdo ao masculo.
Porém, apos a diluicdo do sedimento, as amostras eram incubadas a 60° C, em banho seco,

por 15 minutos.

3.7.2 Quantificagéo do RNA total

As amostras de RNA total eram diluidas 20 vezes em &gua tratada com DEPC e eram
feitas as leituras em espectofotometro (Eppendorf) para determinagdo das absorbancias nos
comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. Era utilizada a seguinte formula para determinar
a concentracdo de RNA (ug/uL): concentragdo pg/uL= (Azso X 40 x diluicdo da amostra) x
1000,

O grau de pureza do RNA foi determinado pela razdo Azso/Azso, considerando-se

adequados os valores entre 1,8 e 2,0.
3.7.3 Deter minacgao da integridade do RNA
A integridade do RNA foi confirmada pela visualiza¢do, em luz ultravioleta, do

padréo de eletroforese das bandas 28S, 18S e 5S do RNA ribossomal, em gel de agarose 1%

corado com brometo de etidio (Figura 1).

Figura 1: Exemplo do perfil eletroforético de um gel de agarose com amostras de TAM (1%) corado com
brometo de etideo indicando a integridade do RNA totais, por meio da visualizacdo das bandas ribossomais 28S,
18S e 5S
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3.7.4 Transcricdo Reversa

Inicialmente, as amostras de RNA total eram tratadas com DNAse -
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California).
Ao RNA total (1 pg), adicionava-se solucdo tampédo (1 uL, 10X DNase I Reachion Buffer),
enzima (1 pL DNase I, Amp Grade) e quantidade suficiente para (QSP) 10 uL com &agua
tratada com DEPC. A amostra era incubada por 15 minutos em temperatura ambiente. Logo
apos, adicionava-se acido etilenodiamino tetra acético (EDTA — 1 pl) e a amostra
permanecia em banho seco a 65° C por 10 minutos.

Logo apds o tratamento com DNase, adicionava-se 0,5 puL do primer Oligo (dT) 15
(Promega Corporation, Madison, WI USA) e a amostra permanecia em banho seco a 70° C
por 5 minutos.

A seguir, adicionavam-se:

* 2,5 uL de M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) 5x tampdo de reacdo (Promega
Corporation, Madison, W, USA)

0,625 puL dATP 10 mM

0,625 puL dCTP 10 mM

0,625 puL dGTP 10 mM

« 0,625 L dTTP 10 mM

* 0,5 uL M-MLV RT (transcriptase reverse)

As amostras eram entdo incubadas por 60 minutos a 37°C e estocadas a -20° C.

3.7.5 Reacéo em Cadeia da Polimerase — Tempo Real (PCR-RT)

Eram utilizados os seguintes reagentes para cada amostra de cDNA (40ng/uL), em
duplicata.
10,5 puL de &gua DEPC
1,25 uL primer senso
* 1,25 uL primer antisenso
* 0,5 puL de cDNA
* 12,5 uL gPCR - SYBR® Green Rox Plus (LGC Biotechnology)
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As amostras eram processadas no Termociclador Rotor- Gene, R 3000 (Robertt
Research) e os ciclos consistiam de 95° C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de
amplificagdo a 94° C — 15 segundos; Tm 53°C a 64° C — 30 segundos; 72° C — 60 segundos.

A sequéncia de nucleotideos utilizados e a Tm de cada gene (Debieve et al., 2006;
Garma et al., 2007) estdo apresentados na Tabela 1.

As temperaturas de anelamento (Tm) dos primers foram previamente padronizadas
(Tabela 1) e os produtos especificos foram determinados como picos Gnicos por meio das
curvas de MELT (Figura 2).

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados.

Gene Sequéncia de Nucleotideos dos primers m
MSTN  Senso 5'CAA ACA GCC TGA ATC CAA CTT AGY 60°C
Antisenso  5’CCG TGA GGG GGT AGC GAC AG3 60°C

ActRIIB  Senso 5'GAT GCT GGT GCT GAG TAT GTC G3’ 64°C
Antisenso  5’GTG GTG CAG GAT GCATTG CTG A3’ 64°C

ALK 4 Senso 5’CAC TGA CAC CAT AGACATTGC T3 54°C
Antisenso  5’GGC AGA GGA ACA GCT TAA ATC3’ 54°C

FS Senso 5’GGC GTACTG CTT GAA GTG AA3’ 53°C
Antisenso  5’GGG AAG CTG TAG TCC TGG TC3’ 53°C

GAPDH Senso 5'GAT GCT GGT GCT GAG TAT GTC G3’ 60°C
Antisenso  5’GTG GTG CAG GAT GCATTG CTG A3’ 60°C

MSTN: miostatina, ActRIIB: receptor de miostatina tipo 11, ALK 4: receptor de miostatina tipo I, FS: folistatina,

GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. Tm: temperatura de anelamento.
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Figura 2. Exemplo de Curva de MELT Original Representativa dos ciclos do PCR-RT dos genes Miostatina e
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase no musculo gastrocnémio branco. dF/dT: derivada da fluorescéncia pela
derivada da temperatura, deg: temperatura

Os valores de Ct (Threshold cycle) e as curvas de MELT foram fornecidos pelo
Software Rotor Gene — 6. O Ct é o ponto onde o sinal de fluorescéncia é notado pela primeira

vez com o menor numero de ciclos durante a fase exponencial da amplificacéo (Figura 3).
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Morm. Fluoro.
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Figura 3: Exemplo de Curva de Amplificacdo Original Representativa dos ciclos do PCR-RT do gene GAPDH
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) no musculo gastrocnémio branco. Norm. Fluoro.: fluorescéncia
normalizada, Cycle: ciclos

O nivel de expressdo comparativa de cada condicdo foi calculado pelo método de
AACt. Depois de calculado a nédia do s Ct de cada gene (GAPDH, MSTN, ActRIIB, ALK 4

e FS) foi realizado:
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* ACt (delta Ct) = Ct MSTN — Ct GAPDH; Ct ActRIIB - Ct GAPDH; Ct ALK 4 — Ct
GAPDH e Ct FS — Ct GAPDH seguindo:
* Célculo da média S: Média do ACt, seguindo:
* AACT (delta CT): ACT - média S

Os AACT dos grupos controle sederdrio, controle exercicio e diabético sedentario e
diabético exercicio, foram calculados em relagdo ao grupo controle sedentario. O valor em
UA (unidades arbitrérias) da expressdo da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS foram calculados
por 2°24¢T (Livak e Schmittgen, 2001).

Com os valores em UA foram utilizados testes estatisticos.

3.8 Andlise da expressdo protéicada M STN por Western blotting

Analise da expressdo protéica da MSTN no musculo gastrocnémio, tecido adiposo
mesentérico e TAM foi realizada por Western blotting de acordo com método previamente
descrito por Costelli (2008).

3.8.1 Extracao e deter minagdo da concentracao de proteinastotais

A quantidade de musculo e tecidos adiposos homogenizados foi 50 mg
(Homogenizador Power Gen — Fisher Scientific 1000). As proteinas foram extraidas usando
tampdo Tris-Triton buffer (10 mM Tris pH 7.5, 10 mM NacCl, 0,1 mM EDTA, 0,5% Triton
X-100, 0.2 nM PMSF). Ap6s centrifugacdo de 20 minutos em 13.000 rpm, a proteina contida
no sobrenadante foi quantificada pelo método colorimétrico BCA (BCA ™ Protein Assay Kit,
Thermo Scientific, USA).

3.8.2 Eletroforese etransfer éncia de proteinas totais

O total de 600 pug de proteina foi acrescido de tampéo Laemmli 2x (Sgma-Aldrich, S.
Louis, EUA), aquecido a 100°C por 5 minutos e colocado no gel para eletroforese. As
amostras selecionadas para analise em determinado gel deveriam provir de diferentes grupos
experimentais.

As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida 12% sob condigdes
denaturantes por aproximadamente 2 horas com voltagem entre 50 e 120 volts. Ap0s essa

separacao as proteinas foram transferidas por meio de sistema de imersdo total, para uma
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membrana de nitrocelulose (BioRad, Hercules, CA, EUA) por aproximadamente 1 hora com
miliamperagem constante em 350 mA. Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada por
duas horas a 4° com uma solucdo de 1,0g de leite em p6 desnatado acrescida de 20 ml de uma
solugdo TBST (Tris-Buffered Saline Tween 20 - Tris (6,05mM), NaCl (8,76mM) com pH 8,0
e Tween 20 (0,05%)). O gel foi corado com Coomassie Blue para confirmar a otima
transferéncia. Apos o bloqueio, a membrana foi lavada com a solu¢do TBST por trés vezes de
10 minutos e entdo incubada overnight (de 16 a 18 horas) a 4° em anticorpo especifico, como
0 antimiostatina (GDF-8 N-19-R sc-6885-R, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA).
Concentracbes de proteina foram normalizadas por meio da Actina (I-19 — sc 1616, Santa
Cruz Biotechnology, CA, EUA) O anticorpo primario encontrava-se numa diluicdo com
TBST de 1:200. A membrana foi lavada novamente e incubada com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (sc 2004 - Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), diluido com
TBST 1:1000.

3.8.3 Detecgéo e quantificagdo das bandas

A membrana foi banhada com ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (GE
Healthcare Chalfont S. Giles, UK) por 5 minutos. No cassete de exposicao era colocada a
membrana e sob ela o filme radiogréafico, a exposicdo era feita por 10 minutos.

Apos a revelacdo, a aquisicdo da imagem foi realizada pelo software LabScan 5.0 (GE
Healthcare Chalfont S. Giles, UK) e a intensidade das bandas quantificadas (em unidades

arbitrarias) com auxilio do software GeneTools v3. 06 software (Syngene, Cambridge, UK).

3.9 Anélise Estatistica

Para analise dos dados foi utilizado o programa Statistica® 7. Inicialmente foi testada
a distribuicdo normal dos dados (Kolmogorov-Smirnov e Levene). A andlise estatistica foi
feita por analise de variancia ANOVA two-way (DM e exercicio) com post-hoc de Tukey.
Os dados séo apresentados como media = erro padrdo da média (EPM). O nivel de

significancia adotado considera P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Ingestdo Alimentar e Massa Corporal

A ingestdo alimentar foi significativamente maior nos animais diabéticos (DS) a partir

da segunda semana de treinamento, comparado com CS (Figura 4).
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Figura 4: Os valores estdo representados como média £ EPM (erro padréo da média). n= 8-11 ratos/grupo. CS =

controle sedentério; CE = controle exercicio; DS = diabético sedentario; DE=Grupo diabético exercicio. P <
0.05, * CS vs DS.
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A massa corporal do DS foi significativamente menor a partir da semana 3 (semana

que se refere a primeira semana de treino) comparado com CS (Figura 5).
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Figura 5: Massa Corporal (g). Os valores estdo representados como média + erro padrdo da média. n= 8-11
ratos/grupo. CS = controle sedentario; CE = controle exercicio; DS = diabético sedentario; DE = diabético

exercicio. P < 0.05, * CS vs DS.

4.2 Controle Glicémico

Os animais diabéticos apresentaram aumento significativo da glicemia comparado
com animais controle. O treinamento diminuiu significativamente a glicemia no grupo DE

comparado ao DS, a partir da segunda semana de treinamento (Figura 6).
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Figura 6: Valores estdo representados como média + erro padrdo da média, n= 8-11 ratos/grupo. CS = controle
sedentario; CE = controle exercicio; DS = diabético sedentario; DE = diabético exercicio. P < 0.05, * CS vs DS;
*CS vs CE; * DS vs DE.

4.3 Peso Relativo dos Tecidos

Os animais diabéticos sedentarios (DS) diminuiram significativamente o peso relativo
dos tecidos adiposos brancos (epididimal, retroperitoneal, mesentérica) e marrom e masculo
gastrocnémio branco comparado com CS. O treinamento diminuiu significativamente os
tecidos adiposos brancos (epididimal, retroperitoneal e mesentérica) nos animais controle que
realizaram exercicio (CE), entretanto aumentou significativamente o tecido adiposo marrom
comparado com CS. Nos animais diabéticos (DE), houve aumento significativo do peso
relativo do musculo gastrocnémio branco e tecido adiposo marrom comparado com DS
(Figura 7).
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Figura 7: Peso relativo dos tecidos: musculo, tecido adiposo marrom (TAM) e tecidos adiposos brancos. Valores
estdo representados como média + erro padrdo da média, n= 8-11 ratos/grupo. CS = controle sedentério; CE =
controle exercicio; DS = diabético sedentério; DE = diabético exercicio. P < 0.05, *CS vs DS; # DS vs DE; &
DS vs DE.

4.4 Quantificacdo da Expressdo do RNAmM deMSTN, ActRIIB, ALK 4eFS

4.4.1 M Usculo Gastrocnémio Branco.

No mdsculo gastrocnémio, a expresséo de MSTN, ActRIIB e FS aumentaram
significantemente nos animais DS comparado aos animais CS. O treino de natacdo resultou
em diminuicdo significante da expresséo de ActRIIB e FS nos animais DE comparado com os
animais DS. Nao foi observada mudangas na expressao do ALK4 entre os grupos (Figura 8).
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Figura 8: Expressdao do RNAm da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS no musculo de ratos. Valores expressos em
média + erro padrdo da média. CS = controle sedentario; CE = controle exercicio; DS = diabético sedentario;

DE = diabético exercicio. p < 0.05, * CS vs DS; DS vs DE.

4.4.2 Tecido Adiposo Marrom

No TAM, a expressdo de MSTN diminui significantemente e a expressdo do ActRIIB, ALK 4

e FS aumentaram significativamente nos animais DS quando comparados aos CS. O treino de natacdo

resultou em significante reducgéo da expresséo da MSTN e ActRIIB nos animais CE comparados ao

CS. Houve também diminuigdo significante da expressdo de ActRIIB, ALK 4 e FS nos animais DE

guando comparados aos DS (Figura 9).
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Figura 9: Expressdo do RNAm da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS no tecido adiposo marrom de ratos. Valores
expressos em média *+ erro padrdo da média. n = 5-6 por grupo. CS = controle sedentario; CE = controle
exercicio; DS = diabético sedentéario; DE = diabético exercicio. P < 0.05, * CS vs DS; DS vs DE;* CS vs CE.

4.4.3 Gordura epididimal

Na gordura epididimal ndo houve mudancas significativas na expressao de MSTN, ActRIIB,

FSe ALK 4.
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4.4.4 Gordura Mesentérica

Na gordura mesentérica a expressao de ActRIIB aumentou significantemente nos animais DS
comparados aos animais CS. Nos animais diabéticos que praticaram exercicio (DE) houve aumento
significante na expressdo do RNAm de MSTN e uma diminui¢do da expressdo de RNAm da FS

guando comparados aos animais DS (Figura 10).
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Figura 10: Expressdo do RNAmM da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS na gordura mesentérica de ratos. Valores
expressos em média + erro padrdo da média. n = 5-6 por grupo. CS = controle sedentario; CE = controle
exercicio; DS = diabético sedentéario; DE = diabético exercicio. P < 0.05 * CS vs DS; # DS vs DE.
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4.4.5 Gordura subcutanea

Na gordura subcutanea a expressdo de RNAmM de MSTN e FS aumentou significativamente
nos animais diabéticos (DS) comparados com os animais CS. Nos animais diabéticos exercitados

(DE) houve uma diminuicdo significativa na expressdo de RNAm de MSTN e FS comparados com 0s
animais DS (Figura 11).
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Figura 11: Expressao do RNAm MSTN; ActRIIB; ALK4 e FS na gordura subcutanea. Valores expressos em média +
erro padrao da média, n = 5-6 por grupo. CS = controle sedentario; CE = controle exercicio; DS = diabético
sedentério; DE = diabético exercicio. P < 0.05, * CS vs DS; ® DS vs DE.
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4.5 Andlise da expressio protéicada M STN por Western Blotting
4.5.1 M asculo Gastrocnémio Branco
4.5.1.1 Pr6-peptideo (40 KDa - latency associated peptide — L AP)

A expressdo protéica do pro-peptideo da MSTN aumentou significativamente no DS
comparado ao CS. O treinamento diminuiu significativamente a expressdo protéica do pro-
peptideo da MSTN comparado ao DS (Figura 12 e 13).

CS CE DS DE

MSTN 40 KDa

Actinad43 KDa

Figura 12. Representacdo do Western Blotting do pré-peptideo da miostatina (MSTN) e Actina no musculo

gastrocnémio branco.
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Figura 13: Expressdo protéica do pré-peptideo da MSTN no musculo gastrocnémio branco de ratos, n=5-6 por
grupo. Valores expressos em média + erro padrdo da média. CS = controle sedentério; CE = controle exercicio;
DS = diabético sedentério; DE = diabético exercicio. P < 0.05, * CS vs DS; & DS vs DE.

4.5.1.2 Proteina madura (26 KDa)

A expressao protéica da MSTN madura aumentou significativamente no DS quando

comparado ao CS (Figura 14 e 15).




31

MSTN 26 KDa

Figura 14: Representacdo do Western Blotting da proteina MSTN madura e Actina no mudsculo gastrocnémio

branco de ratos controle sedentarios.
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Figura 15: Expressdo protéica de MSTN madura no muasculo gastrocnémio branco de ratos, n = 5-6 por grupo.
Valores expressos em média * erro padrdo da média. CS = controle sedentario; CE = controle exercicio; DS =
diabético sedentério; DE = diabético exercicio. P < 0.05, * CS vs DS.

4.5.2 Tecido Adiposo Marrom
4.5.2.1 Pré-peptideo de MSTN no TAM

A expressao protéica do pro-peptideo da MSTN aumentou significativamente no DS

quando comparado ao CS (Figura 16 e 17).

MSTN 40 KDa

Actina 43 KDa

Figura 16: Representacdo do Western Blotting do pré-peptideo da MSTN e Actina no tecido adiposo marrom de

ratos diabéticos sedentarios.
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Figura 17: Expressdo protéica do pro-peptideo da MSTN no tecido adiposo marrom de ratos, n=5-6 por grupo.
Valores expressos em média * erro padrdo da média. CS = controle sedentario; CE = controle exercicio; DS =
diabético sedentério; DE = diabético exercicio. P < 0.05, * CS vs DS.

45.2.2 Proteina madura 26 KDano TAM

Né&o houve diferenca significativa entre 0s grupos.

4.5.3 Gordura Mesentérica
4.5.3.1 Pré-peptideo de MSTN na gordura mesentérica

A expressdo protéica do pro-peptideo da MSTN aumentou significativamente no DS
quando comparado ao CS. O treinamento diminuiu significativamente a expressdo protéica

do pré-peptideo da MSTN comparado ao DS (Figura 18).
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Figura 18: Expressdo protéica do pro-peptideo da MSTN na gordura mesentérica de ratos, n=5-6 por grupo.
Valores expressos em média + erro padrdo da média. CS = controle sedentario; CE = controle exercicio; DS =
diabético sedentario; DE = diabético exercicio. P < 0.05, * CS vs DS, DS vs DE.

4.5.3.2 Proteina madura 26 KDa na gordura mesentérica

N&o foi possivel detectar a banda referente a proteina madura neste tecido.
Especulamos que o anticorpo especifico tenha falhado na detec¢do dessa banda.
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5. DISCUSSAO

Os resultados mostram que a expressao de RNAm e protéica de MSTN, e a expressao
de RNAmM de seus receptores, ActRIIB, ALK 4, e da FS se modificaram no musculo
esquelético e tecidos adiposos de ratos diabéticos e exercitados.

Como esperado, os ratos diabéticos apresentaram sinais tipicos de DM, tais como
perda de peso, aumento da ingestdo alimentar e da concentracdo plasmaética de glicose (Enoki
et al., 2003; Loganathan et al., 2007).

O exercicio fisico associou-se a diminuicdo da concentracdo plasmatica de glicose,
mas ndo da ingestdo alimentar ou do peso corporal nos ratos diabéticos como observado em
estudos prévios (Enoki et al., 2003). Os efeitos do exercicio no metabolismo energético no
DM tém sido investigados e tem-se demonstrado que o exercicio cronico altera de forma
favoravel o perfil metabolico, incluindo melhora da captacdo de glicose no mdsculo
esquelético (ACSM e ADA, 2010). Adicionalmente, ja esta bem estabelecido que o exercicio
aumenta a sensibilidade a insulina melhorando a via de sinalizagdo da insulina e da proteina
quinase ativada por adenosina monofosfato ciclico (AMP-K) (Bruce e Hawley, 2004;
Yaspelkis et al., 2007).

A expressio de RNAm de MSTN, ActRIIB, e FS aumentou no musculo
gastrocnémico branco de animais diabéticos sedentarios comparado com controle sedentario.
Esses resultados confirmam os achados por Chen et al. (2009) e Wieteska-Skrzeczynska et
al. (2009) os quais demonstraram que a expresséo de MSTN esta aumentada em
camundongos diabéticos tratados com STZ. Entretanto, outros estudos tém reportado que a
expressao da MSTN ndo esta alterada pela deficiéncia da insulina no musculo esqueléticos de
ratos e camundongos com DM induzido por STZ (Barazzoni et al., 2004; Lehti et al., 2007,
Mastrocola et al., 2008). Diferencas metodoldgicas podem explicar parcialmente as
discrepancias entre os estudos. Além disso, tem sido observado aumento na expressdo de
MSTN no musculo esquelético de ratos em outros estados de desarranjos metabdlicos, tais
como obesidade genética (ob/ob) em camundongos, e obesidade e resisténcia insulinica em
humanos (Allen et al., 2008; Hittel et al., 2009).

Nosso estudo descreve pela primeira vez a expressao de RNAm de FS e ActRIIB no
musculo e seu aumento no diabetes. A FS é produzida em muitos tecidos e € um importante
inibidor extracelular da acdo das activinas e outros membros da familia dos TGF-p (Welt et
al., 2002). Varios estudos sugerem que a FS também pode se ligar a MSTN evitando a

interacdo ligante-receptor, e antagonizar sua atividade (Lee e Mcpherron, 2001; Zimmers et
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al., 2002; Abe et al., 2009; Gilson et al., 2009). O aumento na expressdo tanto da MSTN
quanto da FS pode indicar uma tentativa de modular a acdo da MSTN no mdsculo
esquelético. Na verdade, a modulagdo autocrina/paracrina de outros membros da familia
TGF-B ja foi demonstrada (Bilezikjian et al., 2004).

No presente estudo observamos também aumento da expressao protéica da MSTN.
Nos animais diabéticos ocorreu aumento do pro-peptideo e proteina madura quando
comparado com animais controle. As formas predominantes detectadas da MSTN (pro-
peptideo e proteina madura) sugerem o aumento do processamento proteolitico (Mcfarlane et
al., 2005). Adicionalmente, é proposto por Wolfman et al. (2003) que as proteinas 0sseas
morfogenéticas-1 (BPM-1), membros da familia das metaloproteinases, podem estar
envolvidas na ativacdo do complexo latente da MSTN. Apds o processamento proteolitico
dos membros da superfamilia dos TGF-8 pode ocorrer sua secrecdo, entdo € possivel que a
MSTN madura seja secretada (Thomas, 2002). Alem disso, é descrito na literatura que
elevados niveis de MSTN causam diminuicdo da massa muscular (Mcpherron e Lee, 1997) e,
portanto 0 aumento da expressdo da MSTN possivelmente pode estar relacionado a
diminuicdo da massa relativa do musculo gastrocnémio branco encontrado nos animais
diabéticos sedentarios quando comparados com controle sedentario (Figura 7).

Em contrapartida, nos animais diabéticos que realizaram exercicio ndo houve
mudanca da expressdo de RNAm de MSTN, entretanto houve uma diminui¢do do seu pro-
peptideo. Isso sugere que 0s niveis de proteina possivelmente foram regulados por
mecanismos pos-transcricionais (Mcmahon et al., 2003), mostrando o efeito benéfico do
exercicio na manutencdo da massa muscular em diabéticos. Além disso, o treino de natacao
associou-se a reducdo significante da expressdo do ActRIIB e FS nos animais diabéticos.

A expressdo génica da MSTN, ActRIIB, ALK 4 e FS difere nos trés diferentes tecidos
adiposos estudados. Ja é bem estabelecido que os diferentes depositos de gordura exibem
diferentes perfis metabdlicos, em especial o tecido adiposo branco e o tecido adiposo
marrom. Ha escassez de dados sobre a expressdo de MSTN no tecido adiposo e sua expressao
nesse tecido é cerca de 50 a 100 vezes menor que no musculo esquelético (Allen et al., 2008).
Entretanto, foi previamente demonstrado aumento da expressdo de MSTN em camundongos
com obesidade induzida por dieta (Allen et al., 2008). As a¢6es da MSTN no tecido adiposo
e seus efeitos metabolicos sdo ainda controversos e a MSTN tem sido citada tanto por
promover como inibir a adipogénese. Em modelos genéticos em que a agdo da MSTN é
bloqueada, o tecido adiposo é reduzido e o metabolismo de glicose é beneficamente
modificado (Mcpherron e Lee, 1997; Lin et al., 2002; Mcpherron e Lee, 2002; Guo et al.,
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2009; Tu et al., 2009). Por outro lado, 0 aumento endégeno da MSTN sistémica por aumento
da expressdo do seu pro-peptideo resulta em reducdo da gordura visceral e melhora da
tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina (Zhao, Wall e Yang, 2005). Entretanto, a
administracdo da MSTN n&o afeta a massa gorda em animais adultos (Stolz et al., 2008).
Estudos in vitro demonstraram que a MSTN pode modular diretamente a adipogénese (Kim
et al., 2001; Zimmers et al., 2002; Rebbapragada et al., 2003; Artaza et al., 2005; Feldman et
al., 2006; Guo et al.,, 2009), indicando que o bloqueio da sinalizagdgo de MSTN
especificamente em adipdcitos, ndo teve efeito na composicao corporal, ganho de peso ou
tolerancia a glicose em ratos, sugerindo que a sensibilidade a insulina e reducdo no tecido
adiposo observado em ratos nulos para MSTN é um resultado indireto de mudangas
metabolicas no musculo esquelético (Guo et al., 2009). Entretanto, é possivel que pequena
quantidade de MSTN expressa localmente no tecido adiposo como mostrada aqui e por
outros (Allen et al., 2008) afetem o metabolismo energético funcionando como fatores
paracrinos e/ou endocrinos no tecido adiposo e outros tipos de células, como ja demonstrado
em relacdo a outros membros da familia TGF-B. E bem estabelecido que o tecido adiposo é
um o6rgdo endocrino, rico em diferentes tipos de células, incluindo células imunes e
adipocinas (Federico et al., 2010). Dois estudos recentes (Wilkes, Lloyd e Gekakis, 2009;
Lyons, Haring e Biga, 2010) demonstraram a estreita relacdo entre MSTN e sistema imune.

Lyons et al. (2010), mostraram variacdo local da expressdo da MSTN e producédo de
citocinas pro-inflamatérias em células imunes do baco em resposta a ingestdo de dieta
hiperlipidica em ratos. Adicionalmente, Wilkes et al.(2009), observaram a correlacdo entre
melhora da sensibilidade a insulina e diminuicdo na producdo do fator alfa de necrose
tumoral (TNF o), que é uma citocina inflamatoria, no tecido adiposo e musculo de ratos com
deficiéncia na MSTN alimentados com dieta hiperlipidica. Nesses animais, 0 tratamento com
MSTN recombinante aumentou a circulacdo de TNF e resisténcia a insulina.

Em relacdo a expressdo de RNAm de FS no tecido adiposo branco, nds observamos
que as expressdes da MSTN e da FS variaram reciprocamente na gordura mesentérica em
ratos diabéticos sedentarios e exercitados. O oposto ocorreu na gordura subcutanea. Os dados
sobre a expresséo de FS no tecido adiposo também sdo escassos e muito pouco se sabe sobre
seu papel metabdlico. Recentemente, tem sido descrita diminuicdo da expressdo da FS na
gordura subcutanea, mas ndo na gordura visceral em humanos obesos (Flanagan et al., 2009).
Além de ser demonstrado que a FS promoveu diferenciacdo adipogénica in vitro (Flanagan et
al., 2009) e neutralizou o efeito inibitério da MSTN sobre a diferenciacdo dos pré-adipocitos

de bovinos (Hirai et al., 2007). A importancia fisiologica da modulacdo da MSTN por seu
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antagonismo de proteinas ligantes a MSTN pode ser confirmada pela demonstracdo de
camundongos knockout homozigotos de FSL3 que desenvolvem aumento do numero e
tamanho das ilhotas pancreéticas, hiperplasia das células B, diminuicdo da massa adiposa
visceral, melhora da tolerancia a glicose e aumento da sensibilidade a insulina. FSL3 é outra
proteina ligante da MSTN que tem similaridade funcional e estrutural com a FS (Schneyer et
al., 2004).

Na gordura mesentérica dos animais diabéticos exercicio ocorreu aumento do RNAmM
de MSTN e diminui¢do do pré-peptideo comparado com controle sedentério, e 0 oposto
ocorreu com os animais diabéticos sedentarios comparado com controle sedentario. Niveis de
RNAmM inalterados ou aumentados apesar de, aumento ou diminui¢do do pro-peptideo da
MSTN sugere que 0s niveis protéicos sdo regulados por mecanismos pos-transcricionais
(Smith et al., 2010).

NOs mostramos, também pela primeira vez, que a expressao da MSTN, ActRIIB,
ALK 4 e FS variam no TAM em diabetes e exercicio. Tem sido mostrado que o TAM tem
um importante papel na protecdo da obesidade induzida por dieta, diabetes e resisténcia a
insulina e a regulacdo da homeostase energetica através de uma Unica funcdo de dissipar
energia em forma de calor em situacdes de abundancia energética ou temperaturas ambientais
baixas (Hamann, Flier e Lowell, 1996; Cannon e Nedergaard, 2004; Redinger, 2009).
Adicionalmente, foi descrito que o exercicio aumenta tanto o peso do TAM quanto a
expressao da UCP-1 no TAM (Guerra et al., 2007; Oh et al., 2007). Além disso, a MSTN
inibe seletivamente a sinalizacdo de BMP7 (Rebbapragada et al., 2003), cuja expressdo é
associada ao aumento da diferenciacdo do adipocito marrom e do gasto energético (Tseng et
al., 2008). Em conjunto, esses dados sugerem o envolvimento do TAM na homeostase
energeética no exercicio e um possivel papel da MSTN.

A expressdo do pro-peptideo do TAM diferiu apenas nos animais diabéticos
sedentarios comparado ao seu controle. Os menores niveis do RNAmM de MSTN e aumento
do pré-peptideo deve-se as modificacBes pds-transcricionais além disso, os inalterados niveis
da proteina madura da MSTN podem ser devido, a diminui¢do do processamento proteolitico.
A discrepancia observada no RNAm de MSTN e expressdo protéica tem sido observada em
outros estudos (Mcfarlane et al., 2005; Konopka et al., 2010).

O papel metabdlico da MSTN néo é claro. Estudos prévios tém mostrado que MSTN
pode sinalizar através da via de sinalizacdo intracelular da insulina e, portanto, afetar a
sensibilidade a insulina no musculo. No musculo e tecido adiposo de camundongos nulos

para MSTN e camundongos transgénicos com upregulation do pro-peptideo da MSTN a
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sinalizacdo de insulina foi aumentada devido aos maiores niveis de fosforilacdo Akt (Zhao,
Wall e Yang, 2005; Guo et al., 2009; Tu et al., 2009). Em adicdo, € demonstrado que a
upregulation de genes envolvidos no metabolismo da glicose e ativagdo da AMPK pela
MSTN podem estar envolvidas na absor¢do e metabolismo de glicose no musculo (Chen et
al., 2010). Interessantemente, tem sido mostrado que a AMPK estd envolvida também na
diferenciacdo do TAM e no consumo de glicose do mesmo (Hutchinson et al., 2005; Vila-
Bedmar, Lorenzo e Fernandez-Veledo, 2010).

Finalmente, devemos lembrar que a MSTN é uma proteina secretada e circulante podendo
ter acdo endocrina e paracrina. Ademais, assim como outros membros da familia TGF-p, a
sua acdo é regulada por inibidores intra e extracelulares (Hill et al., 2002; Forbes et al.,
2006). Sendo assim, torna-se fundamental que esses reguladores da bioatividade da MSTN
sejam também investigados para que seu papel metabdlico seja melhor compreendido.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que o Diabetes Méllitus e o exercicio fisico alteram a expressdo do RNAm
de Miostatina, ActRIIB, ALK 4 e Folistatina bem como a expressdo protéica de Miostatina
em importantes cenarios metabolicos como musculo esquelético, tecido adiposo branco e

marrom, sugerindo a participacdo de MSTN na homeostase energeética.
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