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RESUMO

A Dexametasona (Dexa) vem sendo amplamente usada no tratamento de
inflamacbes e alergias, porém seu uso crénico provoca resisténcia periférica a
insulina, hipertensao arterial, perda de peso corporal e atrofia muscular. O exercicio
fisico aerdbio continuo, de baixa intensidade, tem sido empregado na prevengao e
tratamento de diabetes, hipertensdo arterial e sindrome metabdlica, no entanto, seus
efeitos sobre a atrofia muscular ainda s&o incertos. Atrofia muscular pode ser
determinada por um desequilibrio entre proteinas atroficas (FOXO3a, atrogina-1
Murf-1) e hipertroficas (AKT, mTOR), mas quase nada se sabe sobre os efeitos da
Dexa sobre estas proteinas. O exercicio resistido (TR) tem sido recomendado como
tratamento de patologias que envolvem atrofia muscular, no entanto pouco se sabe
sobre os efeitos do TR de baixa intensidade sobre a atrofia muscular induzida pela
Dexa. Este estudo investigou se o TR de baixa intensidade, realizado antes e
concomitante ao tratamento com Dexa, poderia prevenir e/ou atenuar a atrofia
muscular. Além disso, verificou o papel das proteinas que controlam a homeostase
muscular nesta resposta. Quarenta e oito ratos foram alocados em 4 grupos:
sedentario controle (SC), sedentario e tratado com Dexa (SD), treinado controle (TC)
e treinado e tratado com Dexa (TD). Apds um periodo de adaptagao, este ratos
foram submetidos ao protocolo de treinamento resistido (escalada, 60% do
carregamento maximo, 5 dias / semana, 70 dias) ou mantidos sedentarios. Durante
os ultimos 10 dias, os animais foram tratados com Dexa (0,5 mg/kg de peso corporal
por dia, ip.). A glicemia de jejum foi medida antes e apds os periodos de
treinamento fisico e tratamento com a Dexa. O peso corporal (PC) foi mensurado
semanalmente antes do tratamento e diariamente durante o tratamento. Os
musculos tibial anterior (TA), flexor longo do Halux (FHL) e séleo foram retirados e
homogeneizados. Verificou-se a producao das proteinas AKT, mTOR, FOXO3a,
Atrogina-1 e Murf-1 nos musculos. Anova de 2 caminhos, com post-hoc de Tukey,
foram utilizados (p<0,05). O tratamento com Dexa determinou aumento da glicemia
de jejum em 46%, reducdo de 19% do PC e de 45% na ingestdo alimentar nos
sedentarios. O TR, que foi efetivo em aumentar a capacidade fisica dos animais
(+118%) preveniu o aumento da glicemia, mas n&o atenuou a reducédo de PC. A
Dexa promoveu atrofia muscular no TA (-21%), que foi causada por redugdo da
producdo proteica de AKT (-29%) e aumento da Murf-1 (+25%). O TR atenuou o
aumento da Murf-1 (- 37%), no entanto, nao foi efetivo em atenuar a atrofia no TA.
No FHL, ocorreu atrofia (-28%) determinada pela redugao da AKT (-27%) e aumento
da Murf-1 (+55%). O TR promoveu aumento da mTOR no TC (+36%) e no TD
(+72%) bem como reduziu a produgdo proteica de atrogina-1 no TD, o que contribuiu
para atenuar a atrofia muscular no FHL. O séleo nao foi alterado nem pela Dexa
nem pelo TR. Estes dados sugerem que o TR, de baixa intensidade, foi eficaz em
atenuar a atrofia muscular no FHL por uma combinagao entre reducao de proteinas
atroficas acompanhada de aumento de proteinas hipertroficas.

Palavras chave: Atrofia muscular, hipertrofia muscular, musculatura esquelética
glicocorticéides e treinamento resistido



ABSTRACT

Dexamethasone (Dexa) has been widely used as anti-inflammatory and anti-allergic
treatment, however, its chronic use provokes peripheral insulin resistance,
hypertension, weight loss and muscle atrophy. Low intensity aerobic training has
been indicated for prevention and treatment of diabetes, hypertension and metabolic
syndrome, however, its effects on muscle atrophy are still uncertain. Muscle atrophy
may be determined by an imbalance between atrophic (FOXO3a, atrogin-1, Murf-1)
and hypertrophic (AKT, mTOR) proteins, but almost nothing is known about the
effects of Dexa on these proteins. Resistance training (RT) has been recommended
for treatment of pathologies which involves muscle atrophy, however little is known
about the effects of low intensity RT on the muscle atrophy induced by Dexa. This
study investigated whether low intensity RT, performed before and concomitant with
Dexa treatment could prevent and / or attenuate muscle atrophy induced by Dexa.
Also, it examined the role of proteins that control muscle homeostasis in this
response. Forty-eight rats were allocated into 4 groups: sedentary control (SC),
sedentary and treated with Dexa (SD), trained control (TC) and trained and treated
with Dexa (TD). After an adaptation period, the rats underwent to an resistance
exercise protocol (ladder,60% maximal loading, 5 days / week, 70 days) or kept
sedentary. During the last 10 days, the rats were treated with Dexa (0.5 mg / kg of
bodyweight per day, i.p.). Fasting glycemia was measured before and after exercise
training and treatment periods. Bodyweight (BW) was measured weekly before
treatment and daily during drug treatment. The tibialis anterior (TA), flexor hallucis
longus (FHL) and soleus muscles were removed and homogenized. Protein
production of AKT, mTOR, FOXO3a, atrogin-1 and Murf-1 was analyzed in the
muscles. Two-way ANOVA with Tukey post-hoc were used (p<0.05). Dexa treatment
increased glycemia by 46%, reduced BW by 19% and food intake by 45% in
sedentary animals. The RT, that was effective to increase physical capacity of the
rats (+118%) prevented the increase in glycemia, but did not avoid the BW reduction.
Dexa provoked TA muscle atrophy (-21%), which was determined by reduction of
AKT (-29%) and increase of Murf-1 (+25%). RT attenuated the increased the Murf-1
protein production (-37%), however it did not avoid TA muscle atrophy. In the FHL, it
was observed muscle atrophy (-28%) determined by reduction of AKT (-27%) and
increase of Murf-1 (+55%). RT increased mTOR in TC (+36%) and TD (+72%)
groups and also reduced atrogin-1 protein production in TD, which contributed to
attenuate FHL muscle atrophy. Soleus muscle was not altered neither by training nor
treatment. These data together suggest that low intensity RT was effective in
attenuating FHL muscle atrophy due to a combination of increase in hypertrophic and
decrease in atrophic protein production.

Keywords: resistance training, atrophic protein, hypertrophic proteins, skeletal
muscle and glucocorticoids



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. llustracdo esquematica da sequéncia de eventos que controlam a homeostasia da
musculatura esquelética. Proteinas responsaveis pela hipertrofia (vermelho) e proteinas atréficas

{01210 T PR SOSPP 11
Figura 2 Sistema Ubiquitina Proteassoma: llustracdo do processo de ubiquitinacdo que “identifica” a
ProteiNa @ SEr AEGIaUa. . .....cooi ittt e ettt e e sttt e e s st e e e e s e e e abre e e e e 14
Figura 3. Linha de tempo do protocolo experimental.............oooouiiiiiiiii e 20

Figura 4. Escada de madeira utilizada no protocolo de exercicio resistido. Contém 110cm de altura,
com degraus de ferro e inclinagdo de 80 graus. Vista frontal (painel a esquerda) e vista lateral (painel
= o [T =T1 c= ) PSPPSRI 21

Figura 5: A- Resultados dos testes de carregamento méximo realizados na escada durante o
protocolo experimental, nas 4 avaliagbes (TM-1, TM-2, TM-3 e TM-4) nos 4 grupos avaliados:
Sedentario controle (SC,n=11).B Resultados dos testes de forga relativa realizados na escada
durante o protocolo experimental, nas 4 avaliagbes (TM-1, TM-2, TM-3 e TM-4) nos 4 grupos
avaliados: Sedentario controle (SC,n=11), Sedentario e tratado com dexametasona (SD,n=13),
treinado controle (TC, n=11) e treinado e tratado com dexametasona (TD, n=13). Significancia: # vs
inicio, * vs sedentario, P<O,05.... ..o e e e e e e e e e e eereaeaaees 28

Figura 6: Valores de glicemia de jejum nas avaliagdes: 1-antes do treinamento; 2- apds treinamento e
antes do tratamento e 3- apds tratamento com dexametasona, nos diferentes grupos analisados:
sedentario controle (SC,n=11), sedentério e tratado com dexametasona (SD,n=13), treinado controle
(TC,n=11) e Treinado e tratado com dexametasona (n=13). Significancia: # vs inicio do tratamento, *
vs controle, + vs sedentario, P<O,05.... ..o e ——————— 29

Figura 7:. Evolugao do peso corporal durante as 8 semanas de treinamento resistido e no periodo de
10 dias do tratamento com Dexa (10 dias) nos grupos sedentario controle (SC, n=11) sedentario e
tratado com dexametasona (SD,n=11), treinado controle ( TC,n=11) e treinado e tratado com
dexametasona (TD, n=13). Significancia * vs controle, # vsinicio, p<0,05........cccccccveeiiiiiiiiiciiiienneen. 30

Figura 8: Evolugdo da ingestdo alimentar antes do tratamento e durante os 10 dias de tratamento
em todos os grupos analisados: sedentario controle (SC,n=11), sedentario e tratado com
dexametasona (SD,n=13), treinado controle (TC,n=11), treinado e tratado com dexametasona
(TD,n=13). * vS CONIrole P<O,05.... ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e s a b reereeaaaaaeaaaan 31

Figura 9: Valores de peso muscular dos musculos Tibial Anterior (TA), normalizado pelo tamanho da
tibia (cm) e analise densitométrica da produgao protéica da AKT, mTOR, FOXO3a, atrogina-1 € Murf-
1 em todos os grupos analisados: sedentario controle (SC,n=11), sedentario e tratado com
dexametasona (SD,n=13), treinado controle ( TC, n=11), treinado e tratado com dexametasona
(TD,n=13). Significancia: * vs controle, + vs sedentario, p<0,05 .........cccccoiieiiiiiiie e 32

Figura 10: (A) Valores de peso muscular do Flexor longo do Halux (FHL), normalizado pelo tamanho
da tibia (cm) e analise densitométrica da produgéo protéica da AKT, mTOR, FOXO3a, atrogina-1 e
Murf-1 em todos os grupos analisados: sedentario controle (SC,n=11), sedentario e tratado com
dexametasona (SD,n=13), treinado controle ( TC, n=11), treinado e tratado com dexametasona
(TD,n=13). Significancia: * vs controle, + vs sedentario p< 0,05........ccccooiiiieiiiiire e 34

Figura 11: Valores de peso muscular do Séleo, normalizado pelo tamanho da tibia (cm) e analise
densitométrica da produgao protéica da AKT, mTOR, FOXO3a, atrogina-1 e Murf-1 em todos os
grupos analisados: sedentario controle (SC,n=11), sedentario e tratado com dexametasona
(SD,n=13), treinado controle ( TC, n=11), treinado e tratado com dexametasona (TD,n=13).
Significancia: * vs controle, + vs sedentario p< 0,05.... ... 36



LISTA DE ABREVIATURAS

AKT: treonina\seronina tirosina quinase
Atrogina-1: muscle atrofic F-box

Dexa: dexametasona

FHL: Musculo Flexor longo do Halus

FOXO3a: Forkead transcription factors

IGF-I- fator de crescimento semelhante a insulina 1
GLUT-4: Transportador de glicose

g: gramas

Kg: kilogramas

mTOR: rapemicina

Murf-1: Murfs muscle ringer finger1

PC: Peso corporal

P70S6K: fosfatidilinositol quinase dependente 1

PI3K :Fosfatidilinositol quinase-3

SC: ratos sedentarios controle

SD: ratos sedentarios tratados com dexametasona
TA: Musculo Tibial anterior

TC: ratos treinados controles

TD: ratos treinados tratados com dexametasona

TEM: teste de carregamento maximo



SUMARIO

1. INTRODUGAO/ REVISAO DE LITERATURA........coccereerercreeerereeaesesaesesesessenans 9
1.1. Efeitos da Dexametasona...........ccccerrriininimmmernnsssss s 9
1.2. Efeitos do EXercicio FiSiCO.......ccccciiiiimmmmiiiiniienrs s 15

2. JUSTIFICATIVA ..ot se s s e s mn e s e mme e e e nmn e s e s amnnnnan 18

3. OBUETIVO GERAL ... ere s s s mn e s s mn e 19
3. 1.0bjetivos eSPeCifiCOS.......ccccceiiiiiiiiiiiirrrrrr e 19

4. MATERIAIS E METODOS.......cooueuiurucuccertsessessassessesesssssssssssssssssssssssssssssssssasnens 20

4.1. Adatagoes dos animais ao esforgo fisSiCo ..........ccceeviiiiiiiinemnnnnnnn e, 20

4.2. Avaliagao da Capacidade fisica dos animais e Cronograma
Lo =0 I =Y T T T =T 41 o 21
4.3.Grupos Experimentais........cccoiiiiiimmmmcini s 22
4.4. Avaliacao da glicemia Jejum............cooiimmieeeciiiiircecss s s smmssss e e e s e ss s e e ennnes 23
4.5. Retirada dos musculo esquelétiCos.........ccccciiiimieeeiiise e eeeas 23
4.6. Protocolo de dosagem proteinas..........ccccceeceeiiiiiiiirimnrisrssssssssssssssssss 24
4.7. Procedimentos do Western Blotting...........cccooniiiiiiiiiinineeeesnnneeeeeeen 24
4.8. Métodos EstatistiCos..........ccvvviiiiiiiiiiini s ———— 25

5. RESULTADOS........iiiierreeerrsmressmesssssesssnsesssnessssnesssmseassnesssssesssnsesssnsesssnesssnsessnnes 27

8. DISCUSSAD......c.ooiecirercietr et eas e eas s e e ese et sss et eas e e e sse e e sas e e easas e s eassenees 37

Lo L3 I £- 7Y o 46

REFERENCIAS



1. INTRODUGAO/ REVISAO DE LITERATURA

O cortisol, ou corticosterona em roedores, principal glicocorticéide no
organismo de humanos, € liberado em situagdes de “luta ou fuga” e/ou
exercicio fisico prolongado e atua no metabolismo das proteinas, carboidratos
e gorduras. Sua liberagdo tem como principal finalidade mobilizar substratos
energéticos para manter o metabolismo basal, ou seja, a homeostase
(ANDREWS e WALKER, 1999; REYNOLDS e WALKER, 2003). Os
glicocorticéides sao produzidos pelo cortex adrenal sob o controle do hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH) e regulado pelo eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal.
Os glicocorticoides atuam, por meio de seus receptores (GR) no citoplasma,
controlando a velocidade de sintese de proteinas, ou seja, estimulando ou
inibindo genes diretamente envolvidos na inflamacao, gliconeogénese e
diferenciagao de adipécitos (WHORWOOD et al., 2002). Uma liberagdo muito
elevada tem sido associada com a sindrome de Cushing (STORN et al., 2008).

Dentre varios glicocorticoides sintéticos comercializados atualmente, a
dexametasona (Dexa) € amplamente utilizada em situagdes inflamatdrias,
imunossuperessoras e alérgicas (BARNERS, 1999; ALMEIDA, 2001; DEFOJO
et al., 2001).

1.1 Efeitos da Dexametasona

A Dexa €& muito eficaz como anti-inflamatério porém, seu uso agudo e
crénico pode acarretar uma série de efeitos colaterais. Ja é sabido que uma
simples dose de Dexa pode ser responsavel por alterar significativamente o
metabolismo cardiaco, bem como os acidos graxos livres na circulagdo em
animais (QI et al., 2004) e produzir reduzida toleréncia a glicose em humanos
(SCHENEITER e TAPP, 1998). O uso crbénico deste glicocorticéide sintético
determina quadros de hiperglicemia, resisténcia periférica a insulina e
hiperinsulinemia (BROTMAN et al., 2005; PATEL et al.,, 2006; BAREL et al.,
2010). Muitas vezes determinada também pela gliconeogénese aumentada,

que pode ser ativada pelo aumento de liberagdo de glucagon (PITNEER e
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BRINDLEY,1985). Recentemente, dados do laboratério tém demonstrado que
estes efeitos podem ser parcialmente explicados por alteragdes das proteinas
responsaveis pela captagao periférica de glicose na musculatura esquelética
(LOUZADA, 2009; DIONISIO et al., 2009). Além disso, tem sido demonstrado
que o uso crbénico de dexametasona determina lipdlise, protedlise (SACHECK
et al., 2004; SULTAN et al., 2006; PINHEIRO et al., 2009) e hipertensao arterial
(SEVERINO et al., 2002; DAGAN et al., 2006).

Especificamente na musculatura esquelética, varios trabalhos na
literatura (AHTIKOSKI et al., 2003; MA et al. 2003; GILSON et al., 2007; CHO
et al., 2009; BAREL et al., 2010) e alguns dados do laboratério ainda n&o
publicados (LOUZADA, 2009; DIONISIO, 2010; MARTUCELLI 2011), tém
demonstrado que o tratamento crénico com a Dexa promove perda significativa
de peso corporal em animais, constantemente acompanhada por atrofia
muscular. Esta reduc&o de peso corporal parece ser independente da dosagem
(0,5 mg/kg ou 1,0 mg/kg de peso corporal por dia) como demonstrado por
Louzada et al. (2009); Barel et al. (2010); Dionisio (2010); Martucelli et al.
(2011). Os mecanismos responsaveis pela perda de peso corporal, induzida
por glicocorticoides sintéticos, ainda ndo séo totalmente conhecidos. Uma das
possiveis explicagcdes € a redugdo da ingestdo alimentar, como demonstrado
por Lewis et al. (2003), uma vez que ocorre diminuicdo dos niveis de
neuropeptideo Y e do hormébnio liberador de corticotrofina no nucleo
paraventricular, os quais regulam o apetite e termogénese no hipotalamo
(KARSSEN et al., 2005). De acordo com esta afirmacao, Santos et al. (2007)
demonstraram que ratos tratados por 5 dias com Dexa (1,0 mg/kg de peso
corporal por dia) diminuem significativamente seu consumo alimentar.

Outra possivel causa da perda do peso corporal € o aumento do
catabolismo protéico. Tem sido demonstrado que a suplementacdo com
creatina (Menezes et al., 2007) ou glutamina (HICKSON, CZERWINSK,
WEGRZYN, 1995) podem atenuar a perda de massa muscular e perda de peso
corporal. Por outro lado, Nicastro et al. (2011) mostraram que ratos tratados
com Dexa e suplementados com leucina ndo tiveram atenuacgado a perda de
peso corporal. Alguns autores tém correlacionado diretamente a perda de peso
corporal com a atrofia muscular (MA et al., 2003; GILSON et al., 2007; CHO et
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al., 2009; BAEHR, FURLOW, BODINE, 2011). A musculatura € importante para
a realizacdo dos movimentos, forga, locomogéo, equilibrio postural e regulagéo
da temperatura corporal (CERLETTI et al., 2008; LENK et al., 2010 Os
musculos sdo importantes para manter a homeostasia, uma vez que a perda de
30% a 40% da massa muscular esquelética pode determinar o &bito do
individuo. (KOTLER et al., 1989; TISLADE, 2002).

A manutencao da homeostase do musculo esquelético depende de um
rigoroso controle entre as proteinas hipertréficas e atroficas, que estao
ilustradas na Figura 1. Destaca-se em vermelho as proteinas hipertroficas: fator
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), Fosfatidilinositol quinase-3
(PI3K), treonina\seronina tirosina quinase (AKT), rapemincina (mTOR) e
fosfatidilinositol quinase dependente 1 (P70S6K). As proteinas atréficas sao
destacadas em preto: diferenciagdo do fator-8 do crescimento (miostatina),
Forkead transcription factors (FOXO) , muscle atrofic F-box (MAF-bx ou
atrogina) e Murfs muscle ringer finger1(Murfs) , (LENK et al., 2010),
(MCPHERRON e LEE, 2002) , (LEGER et al., 2006; SANDRI et al., 2007) e
(GLASS, 2005).

MIOSTATINA

(

= AKT
T e

-- \ T
ATROGINA-1

CATABOLISMO DE PROTEINA

SINTESE DE PROTEINA

Figura 1. llustracdo esquematica da sequéncia de eventos que controlam a homeostasia da
musculatura esquelética. Proteinas responsaveis pela hipertrofia (vermelho) e proteinas
atréficas (preto). (Adaptado Glass 2005)
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Tem sido demonstrado que a presenga de um desequilibrio entre os
agentes hipertroficos e atréficos pode desencadear uma hipertrofia (ganho de
massa muscular) ou atrofia muscular (redu¢do da massa muscular), no
entanto, ndo esta claro se a hipertrofia se da pelo aumento da expressao
génica e producgao de proteinas hipertréficas (ADAMS et al., 2007; HARBER et
al., 2009; BAAR e ESSER, 2009; PSILANDER et al., 2010) ou diminuigdo da
expressao génica e produgado de proteinas atroficas (MCHPERRON e LEE,
2002; LEGER et al., 2006; ADAMS et al., 2007). Da mesma forma, ndo se pode
afirmar que a atrofia muscular se da por meio da reducado da expressao génica
e producao de proteinas hipertroficas (LALANI et al., 2000; SANDRI, 2007;
LEWIS et al., 2003; LENK et al., 2010) ou aumento da expressao génica e
producao das proteinas atréficas ( SANDRI, 2007; SHACKMAN et al., 2009;
SHACKMAN, 2008; LENK et al., 2010), ou ainda se a resposta observada seja
uma combinacgao de todos os fatores.

Alguns autores tém sugerido que a atrofia muscular induzida pela Dexa
possa ser desencadeada por aumento de expressdo génica e producido de
proteinas atroficas (MA et al., 2003; SACHECK et al., 2004, Nicastro et al.,
2011; BAEHR, FURLOW, BODINE, 2011). No entanto, outros autores também
demonstraram diminuicdo da expressdo génica e produgdo de proteinas
hipertréficas (CHO et al., 2009; SHACKMAN et al., 2007). Além disso,
Pellegrino et al. (2003) demonstraram que esse processo atrofico parece estar
mais presente em fibras do tipo lIx (glicoliticas), quando comparado com fibras
do tipo | (oxidativas), pois quando administrado Dexa em ratos houve uma
reducdo muito maior das fibras glicoliticas quando comparado as oxidativas e
esta reducdo foi atenuada quando administrado o antagonista de
glicocorticéide.O mecanismo pelo qual a Dexa promove atrofia muscular ainda

nao é totalmente esclarecido.

Uma das proteinas catabolicas, a miostatina, mostrada na Figura 1
(preto) tem recebido énfase em alguns estudos. A miostatina, que faz parte da
familia dos TGFB descoberta em meados de 1990 (GDF-8), tem sido implicada
como um dos principais responsaveis pela atrofia muscular induzida pela Dexa,

uma vez que animais sem a expressdo génica de miostatina ndo reduziram
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Seus pesos corporais nem apresentaram atrofia muscular apos tratamento com
dexametasona (GILSON et al., 2007; CHO et al., 2009). Porém, apesar de
alguns autores demonstrarem que sua expressao génica € aumentada apos
tratamento com Dexa (MA et al., 2003; GILSON et al., 2006), seu efeito é
bifasico. Ma et al. (2003) demonstraram que 5 dias de tratamento com Dexa
promove aumento significativo na expressédo génica da miostatina, no entanto,
seus valores retornam ao basal apés 10 dias de tratamento. Estes achados
foram confirmados recentemente por Martucelli (2011) dados do laboratério
ainda nao publicados. A produgao da miostatina no musculo tibial anterior ndo
estava alta apds 10 dias de tratamento com Dexa, apesar da presencga de
atrofia muscular. Portanto, parece que a miostatina ndo esta envolvida na

atrofia muscular apés o tratamento crénico com Dexa.

Conforme observado na Figura 1 (preto), outra proteina que tem sido
relacionada com a atrofia muscular é a familia de fatores de transcricao
conhecida como FOXO, que incluem a FOXO1, FOXO3a e FOXO4. Estes
fatores regulam varios processos metabdlicos e estimulam varias proteinas
catabdlicas. O controle da FOXO parece ser regulado diretamente pela
atividade da AKT. A familia desta proteina € composta por trés membros: Akt1 ,
Akt2 e Akt3 . Estas trés isoformas compartilham mais de 80% de homologia e
sao expressas de maneira especifica nos tecidos, assim, as isoformas Akt1 e
Akt2 sao predominantemente expressas no musculo-esquelético, cérebro,
coracado e pulméo e a isoforma Akt3 é predominante no cérebro e testiculo
(COFFER e WOODGETT, 1991; JONES et al., 1991). A Akt é uma proteina
chave na sinalizagdo dos processos de sintese e degradagdo protéica no
musculo esquelético (GLASS, et al., 2003). Quando a AKT é fosforilada, ocorre
uma fosforilacdo da FOXO, impedindo seu translocamento até o nucleo
(BAYLEI, 2013). Em sua forma desfosforilada, a FOXO se transloca para o
nucleo e ativa uma série de genes relacionados com a atrofia muscular. Além
disso, a FOXO induz o aumento de enzimas ligases do sistema ubiquitina-
proteassoma, tais como atrogina-1 e Murf-1, que promovem o metabolismo

protéico.
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Ubiquitina-proteassoma € um sistema complexo e importante no controle
protéico, principalmente responsavel pela degradacao de proteinas danificadas
ou que sofreram algum erro na fase de tradugdo, evitando-se assim uma
intercorréncia na funcdo desta proteina (GLASS, 2003). O processo de
ubiquitinagdo ocorre por etapas conforme demonstrado na Figura 2. Com a
utilizacdo de ATP, primeiro a ubiquitina € ativada por uma enzima de ativagao
(E1), posteriormente outra enzima E2 forma caudas de poliubiquitinas (E2) e
finalmente a transferéncia da ubiquitina para a proteina alvo € mediada pela
enzima ligase (E3), assim, a proteina danificada fica “marcada” para ser
destruida. Recentemente, foram identificadas 3 formas de enzimas ligases: a
E3-a, a Murf-1 e atrogina-1 (BODINE et al., 2001). Alguns estudos tém
demonstrado que a perda de massa muscular € acompanhada com aumento
génico da atrogina-1 e Murf-1, o que sugere participacao do sistema ubiquitina-
proteassoma do processo de atrofia muscular (BDOLAH et al., 2006, GILSON
et al., 2007; FOLETTA et al, 2011) porém, a maioria dos trabalhos
demonstram expressdo genética e sdo excassos os estudos sobre producgéo
proteica. A Dexa parece aumentar as expressdes génicas dessas E3 ligases,
(CHO et al., 2009).
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Figura 2. Sistema Ubiquitina Proteassoma: llustracdo do processo de ubiquitinagdo que a
“identifica” a proteina a ser degrada (Adaptada de Marton , 2008)



15

Além do aumento dos agentes atréficos, a Dexa parece inibir a
expressao génica e produgao das proteinas hipertroficas, o que contribui para
maior perda de massa muscular. Em particular, tem sido demonstrado uma
diminuigdo do IGF-1, AKT, mTOR e P70S6K (SHAH et al., 2002; GILSON et
al.,, 2007; CHO et al.,, 2009). O IGF-1 é um polipeptideo formado por
aproximadamente de 67 a 70 aminoacidos com peso molecular de 95 kDa, cuja
sequéncia € muito parecida com a pré-insulina. O IGF-1 é sintetizado no
figado, além ser produzido em varios outros lugares. Sua fungao é controlar o
processo de sinalizagdo intracelular miogénica, resultante no processo de
crescimento celular. Essa cascata de sinalizacao inicia-se com o IGF-1 que se
liga a seu receptor assim ativa PI3K, que ativa a AKT, que ativa a mTOR,
levando a ativagao da P70S6K, que por sua vez promovera a sintese protéica
(LEE, 2003; LEGER, et al., 2007).

A mTOR é uma proteina kinase com peso molecular de 289 KD. Esta
proteina atua como um regulador chave do crescimento celular que integra
sinais de fatores de crescimento, regeneracdo e controle da sintese de
proteinas (SANDRI, 2008). Recentes estudos tém demonstrado sua
participacdo na hipertrofia muscular principalmente sua atividade sendo
mediada através da AKT. (WAN et al., 2006). Achados na literatura em relacéo
aos efeitos da Dexa sobre esta proteina ainda sao controversos. Costa et al.
(2012) mostraram uma reducdo da produgéo protéica da mTOR em fungao do
tratamento crénico com a Dexa. Por outro lado, Nicastro et al. (2012)
mostraram que a produgao proteica da mTOR nao se alterou no musculo

flexor plantar em ratos tratados com Dexa.

1.2. Efeitos do Exercicio Fisico

Tem sido demonstrado que o exercicio fisico, feito de forma regular,
promove diversos efeitos que contribuem significativamente para a melhora da
qualidade de vida. Estes sdo observados no coragédo (FERNANDES, SOCI,
OLIVEIRA, 2006), nos vasos (AMARAL et al., 2011), na musculatura
esquelética (DUMKE et al., 2009; LITTE et al.,, 2010), no sistema nervoso
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central (BRUM, et al., 2000; MARTINS, et al., 2005; LATERZA et al., 2007) na
regulacdo hormonal (WEST et al., 2009; VINGREN et al., 2010) e no controle
do metabolismo (TUNSTALL et al., 2002; HARMER et al., 2008). Devido a seus
os efeitos benéficos, o exercicio fisico tem sido usado como um tratamento nao
farmacoldgico para varias patologias como diabetes, hipertensao, obesidade e
dislipidemia. Uma vez que os efeitos colaterais do tratamento crénico com
Dexa sao opostos aos oriundos do exercicio fisico, tais como resisténcia
periférica a insulina, hipertensao, perda de peso corporal e atrofia muscular, é
plausivel pensar que o exercicio fisico pode também ser usado como um
tratamento ndo farmacologico aos pacientes que recebem o tratamento crénico
com a Dexa, com o objetivo de atenuar os efeitos deletérios, proporcionando
uma melhor qualidade de vida para essas pessoas. Temos demonstrado em
nosso laboratério que o exercicio fisico aerdbio continuo de baixa e moderada
intensidade, realizado antes e concomitante ao tratamento, promove uma
melhora na captacdo periférica da insulina, atenuando a hiperglicemia e
hiperinsulinemia induzidas pela Dexa (BAREL et al., 2010). Esses efeitos foram
determinados pelo melhor controle na produgéao de proteinas tanto dependente
da cascata de insulina como IRS-1 e p-AKT (DIONISIO 2010), ou independente
da cascata da insulina, tais como AMPK-a e CaMKK, proteinas que também
sao capazes de estimular o translocamento do GLUT-4 até a membrana, afim
de permitir a entrada da glicose para dentro da célula muscular (LOUZADA,
2009). Além disso, o exercicio fisico atenuou 0 aumento da pressao arterial nos
animais tratados com esta droga (AMARAL et al., 2010). No entanto, o
exercicio aerdbio continuo de baixa intensidade ndo evitou a atrofia muscular
nem a reducao de peso corporal induzidos pela Dexa, mesmo com diferentes
dosagens (LOUZADA, 2009; PINHEIRO et al.,, 2009; BAREL et al., 2010;
DIONISIO, 2010; MARTUSCELLI et al., 2010).

Isso se deve provavelmente porque durante atividade aerdbia as fibras
recrutadas sao predominantemente do tipo I, contracdo lenta, sendo estas
menos responsivas ao processo hipertréfico, quando comparadas as fibras do
tipo lIb e lIx, de contracao rapida (SHEFIANO e REGGIANI,1994; CAMPOS et
al., 2002; GERGLEY, 2009). Uma vez que o exercicio aerobio continuo de
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baixa intensidade na esteira ndo atenuava a atrofia muscular induzida pela
Dexa, era necessario investigar o efeito de outra estratégia de exercicio. Neste
sentido, o exercicio resistido tem sido evidenciado como bom auxiliar no
tratamento de doengas que provocam redug¢ao de massa muscular (SHARIFI et
al., 2010; HARAN et al., 2012)

O exercicio resistido atualmente ja é aceito como um componente
importante dos programas de condicionamento fisico que visam a melhora da
qualidade de vida, principalmente porque a forga muscular geral do individuo
tem sido considerada um bom preditor de risco de mortalidade (LING et al.,
2010).0 exercicio promove ajustes na musculatura esquelética que séo
importantes na manutencao da forca e composi¢cao corporal. Neste sentido o
Colégio Americano de Medicina do Esporte (ACSM, 2004) ha quase uma
década, ja recomenda a utilizagdo de exercicios resistidos de baixa intensidade
(40% de 1RM), associado ao exercicio aerébio para um melhor controle da
hipertensdo arterial. Da mesma forma, o exercicio resistido de baixa
intensidade tem sido indicado no controle e tratamento de pacientes diabéticos,
uma vez que se tém mostrado ser eficaz no controle da glicemia, obesidade
composicao corporal (ACSM, 2004) e Diretrizes Brasileiras de Diabetes (2007).
Uma vez que a Dexa promove alteragbes metabdlicas e hemodinamicas, que
podem acarretar em hiperglicemia e hipertenséo arterial, o exercicio resistido
de baixa intensidade parece bastante adequado. Outra importante indicagao do
exercicio resistido seria para manter um controle adequado de massa
muscular. Neste sentido Sharifi et al. (2010) tém demonstrado que um
programa de exercicio resistido pode atenuar a atrofia muscular em pacientes
com cachexia. No entanto ainda n&o existe um consenso sobre a intensidade
mais adequada para obtencao deste efeito (SOUZA et al., 2011). O mecanismo
pelo qual o exercicio resistido controla a homeostase entre proteinas atroficas
e hipertréficas ainda é controverso. Além disso, pouco se sabe sobre os efeitos
preventivos do exercicio resistido frente a um medicamento que promove a
atrofia muscular. Tem sido demonstrado que o exercicio resistido (sem
tratamento farmacoldogico) promove diminuicdo da expressdo génica e

producdo protéica de agentes atréficos (ADAMS et al., 2007; LOUIS et al.,
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2007, ZANCHI et al., 2008) ou aumento da expressdao génica e producao
proteica de agentes hipertréficos (PSILANDER, DANSGAARD, PILEGAARD,
2003; LERGER et al., 2006; ZANCHI et al., 2008). Sdo escassos os trabalhos
de exercicio resistido frente ao tratamento com a Dexa. Nicastro et al. (2012)
demonstraram um aumento do conteudo protéico de agentes hipertroficos e
diminuicdo da produgao de agentes atroficos quando aplicaram um treinamento
de exercicio resistido a 70% da maximo (agachamento) e trataram com Dexa
simultaneamente. Nenhum trabalho até o presente momento verificou os
efeitos do exercicio resistido executado antes e concomitante ao tratamento
farmacologico com a Dexa sobre as proteinas atréficas e hipertréficas que

controlam a homeostase muscular.
2. JUSTIFICATIVA

Os glicocorticoides sintéticos sdo amplamente utilizados clinicamente,
principalmente a Dexa, devido ao seu potente efeito anti-alérgico e anti-
inflamatdrio. Entretanto, seu uso crdnico, pode induzir diversos efeitos
colaterais no organismo, como, resisténcia periférica a insulina, hiperglicemia,
lipdlise, perda de peso, atrofia muscular e rarefagdo, podendo levar a uma

sindrome de Cushing.

A regulagdo da homeostase da musculatura esquelética € dada pelo
balango entre proteinas hipertroficas e atroficas. Tem sido demonstrado que o
tratamento cronico com Dexa promove atrofia muscular principalmente por
aumentar a expressao génica da FOXO 3a, Atrogina-1 e Murf-1 (atréficas)
como também diminuir a expressao das proteinas AKT e mTOR (hipertréficas).
O exercicio fisico tem a capacidade de promover varios beneficios sobre a
musculatura esquelética, em especial o fortalecimento muscular. No entanto, o
exercicio aerobio continuo de baixa intensidade na esteira ndo foi efetivo em

prevenir a atrofia muscular induzida pela Dexa.

Portanto, a hipotese deste trabalho foi que o exercicio resistido, de baixa
intensidade, seria capaz de atenuar a atrofia muscular induzida pelo tratamento
crénico com a Dexa, por alterar a producao proteica de fatores intracelulares

que controlam a homeostasia muscular.
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3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral verificar se o treinamento
resistido de baixa intensidade, realizado antes e concomitante ao tratamento

farmacoloégico com Dexa, poderia prevenir e/ou atenuar a atrofia muscular.

3. 1. Objetivos especificos

- Estudar o mecanismo pelo qual a Dexa promove a atrofia muscular. Para
tanto foi avaliada a producédo protéica de AKT, mTOR, FOXO3a, atrogina-1 e

Murf-1 nos ratos sedentarios e tratados com Dexa.

- Estudar o mecanismo pelo qual o exercicio resistido de baixa intensidade
promove a prevencao e/ou atenuacado da atrofia muscular. Para tanto foi
avaliada a producéo proteica de AKT, mTOR, FOXO3a, atrogina-1 € Murf-1 nos

animais treinados e tratados com Dexa.
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no uso de
animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba, UNESP
(Protocolo n. 2012-02253) (Anexo 1).

Foram utilizados 48 ratos (Wistar) de 7-8 semanas de idade (200-2509),
provenientes do Biotério Central da Unesp, Campus de Botucatu. Os animais
foram mantidos em grupos de 5 por gaiolas, no Biotério da Faculdade de
Ciéncias da Unesp, Campus de Bauru, com ciclo claro escuro de 12:12 horas e
temperatura controlada (22° C). Ragao e agua foram fornecidas a vontade. Os
ratos foram pesados semanalmente durante o protocolo de treinamento fisico e
diariamente durante o periodo de tratamento, como pode ser observado na

Figura 3.
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Figura 3. Linha de tempo do protocolo experimental. PC: Peso corporal

4.1. Adaptacao dos animais ao esforgo fisico

O treinamento resistido foi executado em escada, conforme ilustrada na
Figura 1, que foi validada para uso com animais por Hornebeguer e Farrar
(2004). Tal equipamento consiste numa escada de madeira medindo 110cm de
altura , com degraus de ferro e inclinagao de 80 graus. A adaptagao dos ratos
deu-se em 5-10 dias. Durante o periodo de adaptagdo, os animais foram

colocados nos degraus inferiores e adaptados ao ato de escalar.
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Para tanto, nenhuma recompensa ou alimento foi oferecido, como
também nenhuma espécie de incentivo foi utilizada, como, por exemplo,

estimulacdo elétrica, o que diferencia o protocolo do presente projeto do

proposto por Hornebeguer e Farrar (2004).

Figura 4. Escada de madeira utilizada no protocolo de exercicio resistido. Contém 110cm de
altura, com degraus de ferro e inclinagao de 80 graus. Vista frontal (painel a esquerda) e vista
lateral (painel a direita).

O dunico incentivo para a subida, quando necessario, foi um toque da
mao na base da cauda do animal. Apds terem executado a subida, os animais
ficaram em uma gaiola, no topo da escada (20 x 20 x 20 cm) onde
descansaram por 120 segundos (local escuro), pois este foi o tempo de
recuperacgao entre as subidas, adotado no protocolo de treinamento resistido.
Este procedimento foi repetido até que os animais executaram trés subidas

consecutivamente na escada voluntariamente.

4.2. Avaliagao da Capacidade fisica maxima dos animais e Cronograma do

Treinamento
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Os animais realizaram no maximo 8 escaladas com cargas
progressivas. Na escalada inicial, foi adotada a carga de 75% do peso corporal
do animal. Apos descanso de 120 segundos por subida, a intensidade era
incrementada com cargas progressivas, nas quais foram adicionados 30
gramas, a cada tentativa, como determinado por Sanches (2012). Foi
considerada carga maxima quando os ratos ndo conseguiram completar a
escalada. O teste de carga maxima foi realizado no inicio (TM-1), apos 4
semanas (TM-2, para reajuste das intensidades), apos 8 semanas (TM-3) e ao
final dos 10 dias de tratamento com Dexa (TM-4). Os animais sedentarios
realizaram os testes nos mesmos momentos que os treinados, por isso foram

adaptados a escada pelo menos a cada 15 dias.

O treinamento resistido foi realizado na escada (Fig.3), 5 dias por
semana onde cada sessdo de treinamento durava em média 45 minutos,
durante 8 semanas. O protocolo de exercicio resistido de baixa intensidade,
com 60% da capacidade fisica maxima, foi utilizado previamente e padronizado
de Sanches (2012). Foi realizado da seguinte forma: nas primeiras 4 semanas
a intensidade foi 50% da carga maxima, baseado, no teste de carregamento
maximo inicial TM-1. O numero total de subidas foram de 9 subidas no primeiro
dia de treinamento da primeira semana, sendo aumentado gradativamente até
19 subidas, no quinto dia da quarta semana. Da quinta semana em diante,
apos TM-2, a carga foi de 60% da carga maxima. Da quinta a oitava semana, o
numero de subidas variou de 14 a 20 subidas. Ao final das 8 semanas, foi
realizado o TM-3. Na semana do tratamento, foi repetida a ultima semana de
treinamento, com a carga relativa ao TM-3. Ao final do tratamento foi realizado
o TM-4 para uma anadlise o efeito do tratamento com Dexa na capacidade de

forca dos animais.

4.3. Grupos Experimentais

Apos o periodo de adaptacdo na escada e de avaliacido da capacidade

fisica maxima dos animais, eles foram alocados em 4 grupos, levando-se em
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consideracao a capacidade fisica maxima, peso corporal e glicemia de jejum.

Por meio destas variaveis os grupos foram separados de forma homogénea.

Grupo 1 - Sedentario Controle (SC, n=11), que foi composto pelos animais que
permaneceram sedentarios durante todo o protocolo experimental (70 dias) e

nao receberam tratamento com Dexa.

Grupo 2 - Sedentario Tratado com Dexa (SD, n=13), que foi composto pelos
animais que permaneceram sedentarios durante todo o protocolo experimental
(70 dias) e receberam tratamento com Dexa nos ultimos 10 dias (0,5 mg / kg de

peso corporal por dia, i.p., Decadron®)

Grupo 3 — Treinado Controle (TC, n=11), que foi composto pelos animais que
realizaram o treinamento resistido durante todo o protocolo experimental (70

dias) e ndo receberam tratamento com Dexa.

Grupo 4 - Treinado Tratado com Dexa (TD, n=13), que foi composto pelos
animais que realizaram o treinamento resistido durante todo o protocolo
experimental (70 dias) e receberam o tratamento com Dexa nos ultimos 10 dias

com (0,5 mg / kg de peso corporal por dia, i.p., Decadron®)

Aqueles animais os quais nao foram submetidos ao tratamento com
Dexa receberam injecdo i.p. de solugéo salina com o0 mesmo volume referente
aos tratados com Dexa. Os animais sedentarios foram adaptados a escada a

cada 15 dias para que nao perdessem a capacidade de escalar.

4.4. Avaliagao da Glicemia de Jejum

Apos 24 horas da ultima sesséo de exercicio e apdés 10 horas de jejum,
foi avaliada a glicemia de jejum dos ratos por meio de uma gota de sangue
extraida da cauda de cada animal. A glicemia foi analisada por um glicosimetro
(One Touch Ultra, Johnsons&Johnsons®). Esta avaliagao foi realizada no inicio
e final do periodo de treinamento fisico e antes e apds o tratamento

farmacoldgico, como demonstrado na figura 3.
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4.5. Retirada dos musculos esqueléticos

Apos 48 horas da ultima sesséo de exercicio, os animais foram
eutanasiados, por excesso de anestésico DOPALEN® (cloridrato de cetamina,
160mg/kg) e ANASEDAN® (cloridrato de xilasina, 20mg/kg), VETBRANDS do
Brasil Os musculos esqueléticos soleo, tibial anterior (TA) e flexor longo do
halux (FHL) foram cuidadosamente removidos, limpos em solugcéo salina e

imediatamente pesados.

4.6. Protocolo de dosagem de Proteinas

Os tecidos coletados foram homogeneizados com um homogeneizador
Polytron em uma solugcdo RIPA concentrado 10x (Millipore) contendo: 0.5M
Tris-HCI, pH 7.4, 1.5M NaCl, 2.5% acido deoxicdlico, 10% NP-40, 10mM EDTA
e imediatamente antes do uso foi adicionado um coquetel de inibidores de

proteases(Pic, Sigma) e 1% de PMSF .

Apos a homogeneizagao, as amostras foram centrifugadas a 10.000g
por 5 minutos e em seguida o sobrenadante foi coletado e entdo transferido
para um novo tubo, eppendorf, nos quais foram armazenados em freezer -
20°C para as analises de producao das proteinas. Os tecidos que nao foram

homogeneizados permaneceram armazenados em freezer -80°C

A concentragcado de proteina foi determinada pelo método de Bradford
utilizando um kit comercial (Bio-Rad Kit, Protein Assay Standart Il, Hercules,
CA) com albumina como padrdo, 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 -20°C e utilizadas

para os experimentos de Western Blotting.
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4.7. Procedimento do Western Blotting.

A proteina foi eletroforeticamente separada por tamanho, usando-se um
sistema de gel de poliacrilamida conforme publicagdo prévia do laboratério
(AMARAL; PAPANEK; GREENE, 2001). Basicamente, foi utilizado um gel com
duas camadas de poliacrilamida, em diferentes concentragées: 5% na camada
superior e 10% na camada inferior. A solugdo tampdo de transferéncia
consistiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de Tris, 0,1% de SDS, pH 8,3. As
amostras (80 ug para mTOR; 50 ug para Atrogina-1, Murf-1, FOXO3a e AKT),
foram colocadas para correr por 50 minutos a 200 V. Marcadores de peso
molecular foram simultaneamente utilizados como tamanho padrdo. As
proteinas foram transferidas eletroforeticamente para uma membrana de
nitrocelulose com aplicagcao de corrente de 120V por 1 hora e meia em um
tampao que consistiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de Tris, 20% de metanol,
pH 8,3. Logo apds a transferéncia, a equivaléncia da quantidade de proteina
colocada em cada coluna foi conferida com a colocagdo com Ponceau. As
membranas foram lavadas em solugéo TBS-T (0,95g de Trisma —HCI; 0,509 de
Trisma Base; 8,89 de NaCl e 1ml de Tween 20 para um litro de agua destilada),
bloqueadas em solugdo a 5% de leite sem gordura em solugédo basal por 2
horas e incubadas por toda a noite, a 4°C, com agitagdo. Cada membrana foi
incubada com diluicdo apropriada do anticorpo primario conforme descrito a
seguir: A mTOR (cell signalling #2972s, 1:1000 em 3% de albumina), FOXO-
3a (cell signalling #9464, 1:1000 em 3% de albumina); Atrogina-1 (Abcam
#a74023, 1:1000 em 3% de albumina ); Murf-1(Abcam #abs77577, 1:1000 em
3% de albumina) e Akt (cell signalling #9271s, 1:1000 em 3% leite desnatado) .

As membranas foram lavadas e incubadas com um anticorpo
secundario: para Akt (IgG anti-habbit 1:1000), mTOR(lgG anti-habbit 1:1000),
FOXO3a (IgG anti-habbit 1:1000) e Atrogina-1 (IgG anti-habbit 1:10.000) e
para Murf-1, ( anti-donkey 1:10000) por 2 horas. O anticorpo foi detectado por
luminescéncia quimica aumentada (Super Signal Pico, Pierce) e as membranas
foram expostas a um filme de radiografia. As bandas foram analisadas

utilizando um programa de computador (Scion Image, Corporation)
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4.8. Métodos Estatisticos

Os resultados foram apresentados como média + EPM. Para todos os
experimentos foi utilizada (ANOVA) de dois caminhos. Sendo 1 caminho o
exercicio e outro caminho ao tratamento. Nas analises de comportamento de
peso, glicemia e capacidade maxima foi utilizada a analise de variancia de dois
caminhos (ANOVA) com medidas repetidas. O post-hoc de Tukey foi utilizado
nas amostras que apresentaram diferengas significativas. O nivel de

significancia considerado foi de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

A Figura 5A representa os resultados dos testes de carregamento
maximo durante o protocolo experimental nos 4 grupos avaliados. Pode-se
observar que o treinamento fisico resistido, na escada, a 60% da capacidade
fisica maxima, aumentou significativamente em 115% a capacidade fisica dos
animais controles (de 334 £ 12g no TM-1 para 536 £19 g no TM-2 e 719 £ 33g
no TM-3, p<0,05). Da mesma forma, o grupo TD aumentou significativamente
em 119% seus resultados no teste de carregamento maximo na escada (de
333 + 9g no TM-1 para 531 + 13g no TM-2 e 730 + 33g no TM-3, p<0,05). E
valido ressaltar que todos os grupos partiram de valores proximos no inicio do
treinamento (325 + 8g, 325 + 7g, 334 + 9g e 333+ 8g, para SC, SD,TC e TD
respectivamente no TM-1). Os grupos sedentarios controle (+40%) e tratado
(+28%) n&o tiveram aumento significativo da capacidade fisica. O destaque da
Figura 5A mostra a variagéo (delta) do peso carregado entre 0 3% e 0 12 testes
maximos nos grupos treinados (delta de 401g, 117%) e sedentarios (delta de
979, 29%). Durante o periodo experimental, os 10 dias de tratamento com
Dexa n&o afetaram o carregamento maximo dos animais do grupo SD (de 429
+20gparad412+26gno TM-4) e TD (de 730 + 359 para 757 £ 41 g, no TM-
4). A Figura 4B representa as 4 avaliagcbes do teste de forca relativa
(carregamento em gramas/peso do animal). Pode-se observar que o
treinamento fisico resistido na escada, a 60% da capacidade fisica maxima,
aumentou significativamente de 89% da forga relativa dos animais controles (de
1369 £ 18g no TM-1 para 1635 + 33g no TM-2 e 719 + 33g no 1994+ 87g TM-
3, p<0,05). O grupo TD aumentou significativamente seus resultados no teste
de forga relativa na escada (de 1355 £ 24g no TM-1 para 1584 + 38g no TM-2 e
1883 £ 98g no TM-3, p<0,05) com um aumento de 88%. Os grupos sedentarios
tiveram uma reducgao significativa de 21% e 24% no teste de forga relativa em
relac&do ao inicial, para controle e tratado, respectivamente. Durante o periodo
experimental, os 10 dias de tratamento com Dexa nao afetaram a forga relativa
dos animais do grupo SD (de 1010 £ 58 g para 1241 + 98g no TM-4) e ja os
animais treinados apresentaram um aumento de 24% TD (de 1883 + 989 para

2335 + 98 g no TM-4). No destaque da Figura 4B esta representada a variagao
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entre a 32 e 12 avaliagbes do teste de forga relativa, nos grupos treinados (delta
de 551g, ). Os animais sedentarios tiveram uma redugao significativa (delta de
3009).
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Figura 5: A- Resultados dos testes de carregamento maximo realizados na escada durante o
protocolo experimental, nas 4 avaliagdes (TM-1, TM-2, TM-3 e TM-4) nos 4 grupos avaliados:
Sedentario controle ( SC,n=11), o destaque mostra somente a o efeito do treinamento resistido
nos animais treinados (n= 24) e sedentario (n=24). B Resultados dos testes de forga relativa
realizados na escada durante o protocolo experimental, nas 4 avaliagbes (TM-1, TM-2, TM-3 e
TM-4) nos 4 grupos avaliados: Sedentario controle ( SC, n=11), Sedentario e tratado com
dexametasona (SD,n=13), treinado controle (TC, n=11) e ftreinado e tratado com
dexametasona(TD, n=13), o destaque mostra somente a o efeito do treinamento resistido nos
animais treinados (n= 24) e sedentario (n=24). Significancia: # vs inicio, * vs sedentario,
p<0,05.

Como pode-se observar na Figura 6, os valores de glicemia de jejum,
que eram semelhantes no inicio do treinamento fisico (79 £ 3 mg/dL, 78 + 2

mg/dL, 79 £ 3 mg/dL e 76 £ 2 mg/dL, para SC, SD, TC e TD, respectivamente)

nao variaram significativamente  durante o periodo de 8 semanas de
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treinamento resistido (entre avaliagdes 1 e 2). Dez dias de tratamento com
Dexa determinou aumento significativo da glicemia de jejum no grupo SD (de
78 £ 2 mg/dL para 114 + 9 mg/dL, p<0,05). O exercicio resistido, praticado
antes e durante o tratamento farmacoldgico, preveniu completamente o
aumento da glicemia de jejum no grupo TD ( 80 £ 1 mg/dL vs 114 + 2 mg/dL no
SD, p<0,05.).
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Figura 6: Valores de glicemia de jejum nas avaliagbes: 1-antes do treinamento; 2- apds
treinamento e antes do tratamento e 3- apds tratamento com dexametasona nos diferentes
grupos analisados: sedentario controle (SC,n=11), sedentario e tratado com dexametasona
(SD,n=13), treinado controle (TC,n=11) e Treinado e tratado com dexametasona (n=13).
Significancia: # vs inicio do tratamento, * vs controle, + vs sedentario, p<0,05.

Todos os grupos apresentavam valores de peso corporal semelhantes
no inicio do treinamento fisico. Pode se observar na Figura 7 que o ganho de
peso corporal durante as 8 semanas de treinamento foi semelhante e
significante (pré e pos) entre os grupos ( SC: de 243 + 7 para 402 + 14 g, SD:
de 245 + 6 para 413 + 6g; TC: de 244 £ 8 para 359 £ 11ge TD: de 246 + 6
para 391 + 10g). Durante os 10 dias de tratamento com Dexa, os animais
tratados apresentaram uma reducgao significativa do peso corporal (SD: de 403
+ 6 para 326 + 7 g e TD: de 386 + 10 para 325 * 8g). Esta reducado do peso
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corporal foi significativa a partir do 5° dia de tratamento em relagdo ao 1° de

tratamento.
s00 4 —+ SC Inicio do tratamento
—— SD
400 T
C)
™
o
o 300
o g
[} =] N SC
o T 4001 * ~ mgp
) =3 m TC
o 2 3007 -
200 s D
o 200
wn
& 1007
il
100 -
T T T T T T I h T T T T T T T T T
-6 4 14 24 34 44 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

DIAS

Figura 7. Evolugdo do peso corporal durante as 8 semanas de treinamento resistido e no
periodo 10 dias do tratamento com Dexa (10 dias) nos grupos sedentario controle (SC, n=11)
sedentario e tratado com dexametasona (SD,n=11), treinado controle ( TC,n=11) e treinado e
tratado com dexametasona (TD, n=13). Significancia * vs controle, # vs inicio, p<0,05.

A Figura 8 ilustra a evolugao da ingestédo alimentar dos animais durante
o tratamento farmacolégico. Antes do tratamento os animais ingeriram cerca
65 g/kg. Os animais tratados apresentaram uma redugao significativa de
ingestao alimentar durante os 10 dias de tratamento (SD de 71 g/ kg para 39 g
/ kg; TD de 63 g / kg para 43 g / kg). Ja, os animais controle treinados e
sedentarios, tratados com salina, ndo apresentaram variagdes significativas na
ingestao alimentar durante os 10 dias de tratamento. O treinamento resistido
atenuou a reducdo da ingestdo alimentar nos animais treinados tratados a
partir do 82 dia voltando a seus valores basais quando comparado aos animais

treinados controle.
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Figura 8: Evolucdo da ingestdo alimentar antes do tratamento e durante os 10 dias de
tratamento em todos os grupos analisados: sedentario controle (SC,n=11), sedentario e
tratrado com dexametasona (SD,n=13), treinado controle (TC,n=11), treinado e tratado com
dexametasona (TD,n=13). Significanica: * vs controle p<0,05.

A Figura 9 ilustra os valores de peso muscular no musculo TA, bem
como o comportamento das proteinas que controla a homeostase muscular
AKT, mTOR, FOXO3a, Atrogina-1 e Murf-1 nos diferentes grupos analisados.
Pode-se observar que o tratamento crénico com Dexa provocou uma reducao
significativa no peso muscular do TA, que n&o foi atenuada pelo treinamento
fisico (21% e 18% para os SD e TD, respectivamente). Em relagéo a produgao
da proteina AKT, observou-se que estava reduzida em todos os grupos em
relacdo ao controle (-29% e -38% para SD e TC, respectivamente). A analise
densitométrica da producdo protéica da mTOR, FOXO3a e atrogina-1 no
musculo TA nao apresentaram diferencas significativas entre os grupos. A
analise densitométrica da producgao protéica da Murf-1 demonstrou que houve

aumento de 25% no grupo SD e uma redugao de 37% no TD.
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Figura 9: Valores de peso muscular do musculo Tibial Anterior (TA), normalizado pelo tamanho
da tibia (cm) e anadlise densitométrica da produgédo proteica da AKT, mTOR, FOXO3a ,
atrogina-1 e Murf-1 em todos os grupos analisados: sedentario controle (SC,n=11), sedentario
e tratado com dexametasona (SD,n=13), treinado controle ( TC, n=11), treinado e tratado com
dexametasona (TD,n=13). SignificAncia: * vs controle, + vs sedentario p< 0,05.
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A Figura 10, representa o peso muscular do musculo FHL , bem como o
comportamento das proteinas que controla a homeostase muscular (AKT,
mTOR, FOXO3a, Atrogina-1 e Murf-1) nos diferentes grupos analisados. Pode-
se observar que o tratamento com a Dexa promoveu uma reducdo do peso
muscular de 28% no SD e o exercicio resistido de baixa intensidade atenuou
significativamente esta diminuicdo (-24%). A analise densitométrica da
producao protéica da AKT revela que houve uma reducao de 27%, 24% desta
proteina nos animais SD e TC respectivamente. O treinamento aumentou
significativamente a produgéao proteica da mTOR (36%) no TC e (72%) no TD.
A FOXO3a permaneceu a inalterada. Embora a atrogina-1 ndo tenha se
alterado apds tratamento com a Dexa, o treinamento resistido, de baixa
intensidade, promoveu uma redugao na sua producao protéica (-31% e -29%,
para TC e TD, respectivamente). A producdo protéica da Murf-1 estava
aumentada em 55 % no grupo SD. O treinamento resistido de baixa
intensidade foi efetivo em prevenir este aumento nos animais tratados e

treinados mantendo sua producao em niveis basais.
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Figura 10: Valores de peso muscular do Flexor longo do Halux (FHL), normalizado pelo
tamanho da tibia (cm) e analise densitométrica da produgéo proteica da AKT, mTOR, FOXO3a,
atrogina e Murf-1 em todos os grupos analisados: sedentario controle (SC,n=11), sedentario e
tratado com dexametasona (SD,n=13), treinado controle ( TC, n=11), treinado e tratado com
dexametasona (TD,n=13). Significancia: * vs controle, + vs sedentario p< 0,05.
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A Figura 11 demonstra o peso muscular do musculo séleo, bem como o
comportamento das proteinas que controla a homeostase muscular (AKT;
mTOR, FOXO3a, Atrogina-1 e Murf-1) no varios grupos analisados. Pode-se
observar que nao houve alteragéo entre os grupos nas proteinas AKT, mTOR,
FOXO3a e atrogina-1 . A produgao proteica da Murf-1 estava reduzida nos

animais treinados (-20% e -30%, para TC e TD, respectivamente).
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Figura 11: Valores de peso muscular do soéleo, normalizado pelo tamanho da tibia (cm) e
analise densitométrica da producéo proteica da AKT, mTOR, FOXO3a, atrogina e Murf-1 em
todos os grupos analisados: sedentario controle (SC,n=11), sedentario e tratado com
dexametasona (SD,n=13), treinado controle ( TC, n=11), treinado e tratado com dexametasona
(TD,n=13). Significancia: * vs controle, + vs sedentario p< 0,05
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o tratamento crénico
com Dexa numa dosagem de 0,5mg/kg de peso corporal promoveu 0 aumento
da glicemia de jejum, perda de peso corporal e atrofia muscular dos musculos
TA e FHL sendo que um dos mecanismos responsaveis pela atrofia induzida
pela Dexa foi a diminuicdo da producdo proteica da AKT e aumento da
producao protéica da Murf-1. O treinamento resistido de baixa intensidade,
realizado antes e durante o tratamento farmacoldgico, foi eficaz em prevenir
completamente o aumento da glicemia de jejum dos ratos, o que sugere um
papel preventivo deste tipo de exercicio na alteragdo glicémica induzida pela
Dexa. Apesar do exercicio resistido ndo evitar a redugcdo do peso corporal,
promoveu atenuacdo da atrofia muscular do musculo FHL. O provavel
mecanismo envolvido nessa resposta foi a redugcado da producéo protéica da
atrogina-1 e aumento da producéo protéica da mTOR.

A Dexa vem sendo amplamente utilizada como um farmaco de escolha
no tratamento de processos inflamatérios e alérgicos, no entanto, tem sido
demonstrado que seu uso crdnico acarreta varios efeitos colaterais, tais como
reducdo de peso corporal, atrofia muscular, resisténcia periférica a insulina,
hipercolesterolemia e hiperisulinemia (AHTIKOSKI et al., 2004; LUNDGREN et
al., 2004; CRESPILHO et al., 2006; GILSON et al., 2007; RAFACHO et al.,
2007; YAMAMOTO et al., 2008; PINHEIRO et al., 2009; LOUZADA et al, 2009,
DIONISIO et al., 2009; BAREL et al., 2010; NICASTRO et al., 2011).

O presente estudo confirmou que 10 dias de tratamento com Dexa
promove aumento na glicemia jejum, uma vez que os animais tratados
apresentaram uma glicemia de jejum 36% maior que os controles. Achados
anteriores de nosso laboratério mostraram que o treinamento aerdbio continuo
era efetivo em atenuar o aumento de glicemia dos animais treinados e tratados
e esta atenuacdo se dava pelo melhor controle das proteinas envolvidas na
captacado periférica de glicose, tanto dependente (DINISIO, 2010) como
independente de insulina (LOUZADA, 2009). Ja o exercicio resistido preveniu

completamente o aumento da glicemia. Embora este trabalho ndo tenha
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avaliado estas proteinas, acredita-se que este seja 0 mecanismo responsavel
por esta resposta tdo benéfica do exercicio resistido. Esses achados séao
concordados com os resultados observados por Nicastro et al. (2011). Estes
autores demonstraram que os animais que realizaram o treinamento resistido,
concomitante ao tratamento com a Dexa, reduziram a glicemia quando
comparo ao grupo tratado com Dexa.

Oito semanas de treinamento resistido a 60% do carregamento maximo
promoveu aumento da capacidade fisica dos animais em torno de 117%,
independente do tratamento. A efetividade deste tipo de treinamento,
principalmente de alta intensidade, vem sendo confirmada em ratos (SMITH et
al., 2007) e ratas ovariectomizadas (PRESTES et al., 2009; DOMINGOS et al.,
2011). Recentemente, Sanches (2012) demonstrou aumento de capacidade
fisica maxima em 84% apds o treinamento com a mesma intensidade deste
presente estudo (60% do carregamento maximo). Importante ressaltar que os
animais tratados com Dexa nao tiveram reducido de sua capacidade fisica
maxima. O treinamento fisico também foi efetivo em aumentar a forca relativa
dos animais treinados . Concordando com estes resultados, Baerh, Furlow e
Bodine (2012) demonstraram, num experimento in vitro, que em camundongos
fémeas tratados com Dexa a 3mg / kg por 14 dias, o musculo gastrocnémio
nao diminuia a sua forgca contratil quando comparado ao controle, mesmo na
presenca de reducao de peso corporal, acompanha por uma redugao de 36%
em sua secgao transversal.

A reducédo de peso corporal tem sido encontrada, frequentemente, em
animais tratados com Dexa, tanto em baixas como em altas doses
(AHTIKOSKI, et al., 2004; RAFACHO et al., 2007; GILSON et al., 2007;
BAREL, et al., 2010; NICASTRO et al., 2011, BAERH, FURLOW e BODINE,
2012; WATSON et al., 2012). Neste presente estudo observou-se que, apos o
inicio do tratamento com Dexa, os animais sedentarios tiveram uma redugao do
peso corporal de 17%. Os resultados deste trabalho confirmam os achados da
literatura que mostraram que em diferentes dosagens sempre ocorre a redugao
de peso corporal significativa nos animais tratados (NICASTRO et al., 2011;
ATIKOSKI et al., 2004, BAREL et al., 2010;, DIONISIO, 2010 e MARTUSCELI
et al.,2011) Achados anteriores da literatura (AHTIKOSKI et al., 2004) e do
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nosso laboratério (BAREL et al., 2010; DIONISIO, 2010; MARTUSCELLI, et al.,
2011) mostraram que o treinamento aerobio continuo, feito prévio e
concomitante ao tratamento farmacoldgico, ndo atenuou a reducdo de peso
corporal induzida pela Dexa. Uma estratégia para melhorar os efeitos do
exercicio foi mudar o tipo de exercicio. No entanto os resultados do presente
trabalho demonstraram que mesmo o treinamento resistido ndo foi capaz de
impedir a reducdo de peso corporal dos animais tratados. Estes resultados
concordam com os achados de Nicastro et al. (2011) que demonstraram que o
treinamento resistido, feito concomitante ao tratamento com 5mg / kg por 7 dias
com Dexa, ndo foi efetivo em atenuar a reducédo de peso corporal nos animais

tratados com Dexa.

Uma das causas que pode contribuir para a redugao do peso corporal
nos animais tratados € reducdo da ingestado alimentar. Os animais que foram
tratados com Dexa neste presente estudo tiveram sua ingestdo alimentar
reduzida em 45%. Estes resultados concordam com os achados de Santos et.
al. (2007) que trataram ratos por 5 dias com Dexa a 1mg / kg por dia e
Tulipano et al. (2007), que trataram os ratos por 8 dias com 40mg / kg por dia
de Dexa. Alguns achados na literatura tém atribuido esta reducédo da ingestéao
ao aumento dos niveis de leptina induzido pela Dexa. A leptina € uma
adipocina, produzida pelo tecido adiposo que tem como funcido controlar a
ingestao alimentar, regular o tecido adiposo, peso corporal e atua em células
do nucleo arqueado do hipotalamo, no sistema nervoso central. Tem sido
demonstrado que seus niveis plasmaticos aumentados podem levar a uma
maior sinalizagdo de saciedade, no sistema nervoso central, o que diminui a
fome. Assim, Jhang et al. (2008) demonstram que os ratos tratados com 1mg /
kg de Dexa por 4 dias, tiveram aumento dos niveis de leptina, acompanhados
de redugdo da ingestdo alimentar, concordando com o0s achados de
KINOUCHI et. al. (2012) . Outra adipocina importante no controle da ingestao
alimentar é a grelina, produzida principalmente no estémago e atua no sistema
nervoso central com fungéo antagdnica a leptina, por sinalizar a fome. Tulipano
et al. (2007) demonstraram que ratos tratados com Dexa tiveram um menor

crescimento, ganho de peso corporal e menor ingestdo alimentar, porém o



41

grupo que foi tratado com Dexa, associado com o BIM-28215 (agonista da
grelina), teve o mesmo desenvolvimento, ganho de peso corporal e ingestéo
alimentar que o grupo controle, sugerindo assim que a Dexa diminui os niveis
de grelina. Esses 2 fatores poderiam entao contribuir para uma menor ingestéao
alimentar nos ratos tratados com Dexa e, consequentemente, reducéo de seu
peso corporal, como observado neste estudo. O presente estudo demonstrou
que o exercicio resistido foi capaz de atenuar a reducdo da ingestao alimentar
a partir do 8° dia de administragdo da Dexa no grupo TD. Apesar da ingestao
alimentar parecer influenciar na redugcao de peso corporal, Nicastro et al.
(2011) utilizaram a estratégia do “peer feeding” e mostraram que, mesmo com
ingestdo alimentar semelhantes entre tratados e ndo tratados, os animais
tratados com Dexa perdiam mais peso que os controles. Portanto, existem
outros mecanismos podem estar envolvidos na reducédo de peso corporal além
da ingestdo de alimentos, como a atrofia muscular e perda da densidade

mineral dssea.

Sabe-se que a perda de peso corporal € acompanhada geralmente de
atrofia muscular (MA et al., 2003; GILSON et al., 2007; BAREL et al., 2010;
BAERH, FURLOW e BODINE, 2012). Inclusive, Gilson et al. (2007) sugeriram
que a atrofia muscular seja uma das principais causas de redug¢ao do peso
corporal pois quando utilizaram animais “knockout” para miostatina, uma
proteina envolvida em atrofia muscular, os animais ndo apresentaram nem
atrofia nem reducdo de peso corporal induzidos pela Dexa. Tem sido
demonstrado que a atrofia muscular pode ocorrer por um desequilibrio entre
proteinas hipertroficas e atroficas, pois a homeostase da musculatura
esquelética € mantida por um fino controle entre essas proteinas. Assim, a
presenca de um desequilibrio entre os agentes hipertroficos e atroficos pode
desencadear uma hipertrofia (ganho de massa muscular) ou atrofia muscular
(redugdo da massa muscular). Sugere-se que a atrofia muscular ocorre por
meio de diminuicdo da expressao de proteinas hipertréficas ou aumento da
expressdo de proteinas atréficas (LALANI et al., 2000; SANDRI, 2007;
SHACKMAN et al., 2009; SHACKMAN, 2008; LENK et al., 2010) ou ainda se a

resposta observada seja uma combinagéo de todos os fatores.
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No presente estudo houve atrofia de 21% no musculo TA dos animais
sedentarios apos os 10 dias de tratamento com a Dexa. Estes achados
confirmam os dados da literatura de (AHTIKOSKI et al., 2004, SHACKMAN et
al.,, 2008, BAREL et al.,, 2010). Um dos objetivos do presente estudo era
compreender os mecanismos pelos quais a Dexa poderia provocar atrofia
muscular. Neste sentido, o presente trabalho investigou o papel das proteinas
envolvidas no controle da homeostase do musculo esquelético no musculo TA,

FHL e sdleo.

A AKT é uma proteina chave na sinalizacdo dos processos e sintese e
degradacgao protéica na musculatura esquelética (GLASS, 2003) que, quando
fosforilada por horménios anabdlicos como a insulina ou o IGF, torna-se ativa e
pode controlar, em paralelo, o anabolismo, via mTOR, aumentando a sintese
protéica ou o catabolismo, via FOXO3a, inibindo a transcricdo dos atrogenes e
a degradacao protéica (GLASS, 2005). Os resultados do presente estudo
demonstraram que ocorreu uma redugao significativa da producao protéica da
Akt no musculo TA (29%) nos animais sedentarios e tratados. O trabalho de
Shackman et al. (2008) demonstrou uma reducdo da raz&o da AKT fosforilada
pela total no musculo TA em ratos tratados por 7 dias com Dexa (100ug /
100g). A mTOR, uma importante proteina hipertréfica ndo apresentou
alteracdo em sua produgao protéica com o tratamento com a Dexa. Sao
escassos na literatura os estudos sobre mTOR com o tratamento com a Dexa.
Kukreti et al. (2013) demonstraram em um ensaio de cultura celular, que
células mioblastas expostas a glicocorticoides ndo apresentam alteragcdo na
sua producao protéica. A FOXO3a ¢é um fator de transcrigdo que estimula a
transcricdo de varios genes envolvidos no sistema ubiquitina-proteassoma e
lisossomal, tais como atrogina-1, Murf-1 e catepsina-1 (BIRKEKAMP e
COOFER, 2003; DER HEIDE, KOEKMAN ,SMIDT, 2004). O presente trabalho
investigou os efeitos da Dexa sobre a producgao protéica da isoforma FOXO 3a
e demonstrou que esta proteina ndo apresentou nenhuma alteragao entre
animais tratados e controle. Este resultado vai de acordo com os achados de
Baher, Furlow e Bodine (2011) os quais demonstraram que no musculo TA de

camundongos tratado com Dexa por 3 e 14 dias, o conteudo protéico da FOXO
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3a se encontrava em niveis basais, embora a expressao génica se encontrava
aumentada. Uma vez que a AKT estava reduzida no musculo destes animais,
esperavamos que a expressado protéica da FOXO3a também estivesse
reduzida, no entanto Reynolds et.al. (2012) mais recentemente demonstraram
que camundongos “knockout” para AKT n&o apresentavam nenhuma alteragao
na FOXO3a. Nicastro et al. (2012) demonstraram no musculo flexor plantar que
a Dexa reduz a razéo entre a forma fosforilada e total da FOXO3a. Portanto,
pode ser que a Dexa tenha mais efeitos sobre a forma fosforilada do que total
da proteina FOXO3a. O sistema ubiquitina-proteassoma € um sistema presente
em situagdes de atrofia, sendo responsavel por identificar proteinas que devem
ser eliminadas. No entanto, neste presente estudo, a Dexa ndo alterou a
produgao protéica da atrogina-1 no musculo TA. Da mesma forma Watson et
al. (2011) demonstraram que camundongos tratados com Dexa tinham um
aumento da expressao génica de atrogina-1 apds 3 dias de tratamento com
Dexa, no musculo TA, porém apos 14 dias, sua expressao génica voltava aos
niveis basais, sugerindo um efeito bifasico desta proteina. A Murf-1, outra
proteina E3 ligase,estava significativamente aumentada nos animais tratados
com Dexa. Estudos na literatura tém mostrado que a expressdo génica da
Murf-1 estda aumentada apos 6 horas de administracdo de Dexa (CHO et al.,
2009; SHACKMAN et al., 2007) ou apods 5 dias de tratamento (GILSON et al.,
2007). No musculo plantar, Nicastro et al. (2012) mostraram aumento da Murf-
1 em ratos tratados com Dexa (5mg / kg) durante 7 dias. Portanto, parece que
a atrofia no musculo TA se da pela redugao da AKT e aumento da Murf-1 neste
estudo. A estratégia do exercicio resistido foi escolhida para verificar se este
tipo de exercicio seria mais eficaz que o aerdbio continuo na esteira em
atenuar a atrofia muscular no TA. No entanto os animais treinados tratados
tiveram uma reducédo de 18% no TA, mostrando que o treinamento resistido
nao foi efetivo em atenuar a atrofia muscular neste musculo.O treinamento ndo
atenuou a reducdo da producdo da AKT. A mTOR nao foi alterada pelo
treinamento resistido de baixa intensidade. Uma possivel causa para este
ocorrido é que no protocolo de escada, utilizado neste estudo, o principal
musculo solicitado no ato de escalar pelos animais é o FHL, sendo o TA pouco

solicitado. O trabalho de Nicastro et al. (2012) utilizando um outro protocolo de
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exercicio resistido (agachamento) no qual o musculo plantar € o mais
solicitado, verificou aumento da mTOR nos animais treinados e tratados,
quando comparados ao sedentario tratados com Dexa. O treinamento resistido
utilizado neste presente estudo também nao foi capaz de alterar o produgao
protéica da FOXO3a nem no grupo TC nem no TD. Esses mesmos resultados
foram demonstrados por Nicastro et al. (2012), pois os animais que realizaram
o treinamento resistido concomitante ao tratamento com Dexa né&o
apresentaram reducao da FOXO3a total, mas somente da raz&do da sua forma
fosforilada pela total. O treinamento resistido ndo alterou a produgao protéica
da atrogina-1 nos animais treinados e tratados. Porém, ele foi eficaz em reduzir
a Murf-1 em 37% nos animais treinados e tratados. Estes resultados
concordam com o demonstrado por Nicastro et al. (2012), no qual ratos
treinados e tratados com Dexa apresentaram uma redugao da Murf-1, porém
no musculo plantar. Estes achados nos permitem sugerir que, no musculo TA,
houve atrofia muscular induzida pela Dexa provavelmente pela redugdo da AKT
e aumento da Murf-1. O treinamento resistido de baixa intensidade, executado
antes e concomitante ao tratamento, ndo atenuou a atrofia muscular, apesar de

reduzir a producgao protéica da Murf-1.

O musculo FHL apresentou uma redugéo de 28% nos animais sedentarios
e tratados com Dexa. S&o inexistentes na literatura trabalhos investigando o
efeito da Dexa sobre este musculo, sendo este o primeiro até o presente
momento. No entanto, por se tratar de um musculo com predominancia de
fibras do tipo lix (HORNEBERGUER e FARRAR, 2004), era esperada uma
atrofia induzida pela Dexa, pois Pellegrino et al (2003) demonstraram que a
Dexa age predominantemente em fibras do tipo (lIx) glicoliticas quando
comparadas as fibras do tipo | (oxidativas). Os mecanismos responsaveis pelo
controle da massa muscular esquelética no FHL foram analisados no presente
estudo. A producgado proteica da AKT foi reduzida em 27% apos 10 dias de
tratamento com Dexa, concordando com Costa et al. (2012), que mostraram
uma reducdo da AKT total no musculo cremaster em ratos tratados com
1mg/kg durante 5 dias. O producgao protéica da mTOR nao foi alterada com a

Dexa, concordando com os resultados em um ensaio de cultura celular, onde
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também nao houve alteracdo da mTOR (KUKRETI et al., 2013). Outra proteina
analisada neste musculo foi a FOXO3a, que também n&o sofreu alteracao
apos o tratamento com Dexa, concordando com Nicastro et al. (2012) que néo
demonstraram alteracdo na producio protéica da FOXO3a total no musculo
plantar (glicolitico). Da mesma forma a atrogina-1 nao demonstrou alteragao
em sua producdo protéica apds o tratamento com a Dexa. Outra E3 ligase,
Murf-1, foi aumentada em 54% apds a administracdo por 10 dias de Dexa.
Estes resultados sdo semelhantes aos de Nicastro et al. (2012), que
demonstraram que ratos tratados por 7 dias com a dosagem de 5mg / kg de
Dexa apresentaram um aumento da Murf-1 no plantar. Com estes resultados
pode-se sugerir que a atrofia muscular no FHL foi determinada pela redugao da
AKT e aumento de Murf-1. A utilizacdo do treinamento resistido de baixa
intensidade, antes e concomitante ao tratamento com a Dexa foi efetiva em
atenuar a atrofia muscular do FHL em 24 % nos animais treinados e tratados.
Investigando o0s possiveis mecanismos responsaveis por esta resposta,
observamos que a produgdo protéica da AKT ainda era 24% menor no grupo
TC em relagao ao controle. Os efeitos do treinamento resistido frente a AKT, na
literatura ainda s&do controversos. Zanchi et al. (2009) demonstraram que ratos
que passaram pelo treinamento crénico resistido de alta intensidade néo
apresentaram alteracdo na producao protéica de AKT na sua forma total no
musculo plantar. Ao contrario, Deldique et al. (2008) mostraram que a AKT, na
sua forma fosforilada, estava reduzida apds o treinamento resistido baixa
intensidade no musculo quadriceps femoral em humanos. Os resultados deste
presente estudo mostraram que mesmo em baixa intensidade, este
treinamento foi eficiente em aumentar a producido protéica de mTOR, uma
proteina importante no processo de hipertrofia muscular. Da mesma forma,
Zanchi et al. (2008) mostraram aumentos da mTOR apds o treinamento
resistido crénico de alta intensidade. Concordando com esse achados, Nicastro
et al. (2012) demonstraram que animais que realizaram o treinamento resistido
de baixa intensidade, tratados com Dexa, apresentaram uma elevacédo da
mTOR na sua forma fosforilada pela total no musculo plantar. A FOXO3a nao
foi alterada pelo treinamento resistido. Ao contrario da mTOR, a atrogina-1 foi

reduzida em 29% apods o treinamento resistido de baixa intensidade. O
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treinamento resistido parece diminuir a expressao génica da atroginal, tanto
em exercicio resistido de baixa intensidade ou alta intensidade (LOUIS et al.,
2007; ZANCHI et al., 2008) . A Murf-1 ndo sofreu alteragéo significativa com o
treinamento resistido. Na literatura, o trabalho de Nicastro et al. (2012) mostrou
que a Murf-1 ndo se alterou com o treinamento resistido de baixa intensidade
nos animais tratados com Dexa no musculo plantar. Assim, com os achados
deste presente estudo, pode-se sugerir que a atrofia muscular no musculo FHL,
apos o tratamento com a Dexa, deu-se por reducdo da AKT e aumento da
Murf-1, assim como observado no TA. O treinamento resistido de baixa
intensidade, realizado antes e concomitante ao tratamento com a Dexa, foi
efetivo em atenuar a atrofia neste musculo, provavelmente por ser o mais
recrutado neste modelo de exercicio em escada. Ao investigar os mecanismos
responsaveis por esta resposta, observamos que houve um aumento da mTOR
e reducdo da atrogina-1. Até o presente momento, este é o unico trabalho a
demonstrar os efeitos preventivos do exercicio resistido de baixa intensidade
no musculo FHL de ratos bem como os mecanismos responsaveis por esta

resposta.

O tratamento crénico com a Dexa, como esperado, ndo determinou
alteragdes significativas da massa do musculo séleo, ja que este grupo
muscular é composto predominantemente por fibras oxidativas e que a Dexa
age preferencialmente em fibras glicoliticas (PELLEGRINO et al., 2003). Estes
achados concordam com Ahtikoski et al. (2004), Barel et al. (2010) e também
dados nao publicados do nosso laboratério de Martucelli (2011). Uma vez que
esse musculo ndo apresentou atrofia muscular induzida pela Dexa, néo foi
surpresa o fato de que todas as proteinas nao apresentaram alteragbes. O
treinamento resistido de baixa intensidade nao determinou mudanga no peso
do musculo. No entanto, quando investigadas as proteinas responsaveis pela
homeostase da musculatura esquelética, observou-se que todas se
mantiveram inalteradas com excecao da Murf-1, que foi reduzida pelo
treinamento resistido, porém esta reducao isolada parece nao afetar a massa

muscular.
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CONCLUSAO

Estes dados nos permitem concluir que o treinamento resistido, de baixa
intensidade, realizado antes e concomitante ao tratamento farmacoldgico com
a Dexa, foi eficaz em atenuar a atrofia muscular no FHL. Importante ressaltar
que esta resposta so6 foi possivel mediante uma combinagao entre reducao de
proteinas atréficas acompanhada de aumento de proteinas hipertroficas, pois o
musculo TA, que teve somente a produgdo de proteinas atréficas reduzida
apos treinamento resistido, n&o teve sua atrofia atenuada.
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