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Resumo

A dexametasona ¢ amplamente utilizada no uso clinico, devido ao seu potente efeito
antialérgico e anti-inflamatorio, entretanto o uso cronico pode induzir diversos efeitos
deletérios, tais como hiperglicemia, hipertenséo, hipercolesterolemia e atrofia muscular.
A atrofia muscular se da por um desbalanco entre proteinas catabdlicas e anabolicas.
Dentre as proteinas catabolicas, a FOXO3a, MuRF-1 e Atrogina-1 estdo diretamente
relacionadas com a atrofia muscular induzida pela dexametasona. Além disso, ja se sabe
que algumas proteinas inflamatorias (TNF-a e IL-6) também participam na reducéo de
peso muscular. Demonstramos recentemente que o exercicio fisico aerébio atenua
alguns dos efeitos deletérios da dexametasona, mas nada se sabe sobre os beneficios do
exercicio fisico intervalado (TI) realizado antes e concomitantemente ao tratamento com
a dexametasona. Portanto o objetivo deste trabalho foi investigar se o treinamento
intervalado seria efetivo em prevenir a atrofia muscular induzida pela dexametasona
(0,5mg/kg por 10 dias) e se as proteinas FOX03a, MuRF-1, Atrogina-1, TNF-a e IL-6
estdo envolvidas nesta resposta. Foram utilizados 56 ratos Wistar, separados em 4
grupos: sedentario controle (SC), sedentario tratado com dexametasona (SD), treinado
controle (TC) e treinado tratado com dexametasona (TD). Apo6s adaptacéo na esteira, 0s
animais foram submetidos ao protocolo de T (50% e 80% da capacidade maxima, 2 e 1
minutos, respectivamente, 1h / dia, 8 semanas, 5 dias / semana) ou mantidos como
sedentarios. O peso corporal (PC) foi verificado semanalmente durante o treinamento e
diariamente durante o tratamento. Os musculos tibial anterior (TA), séleo (SOL) e
flexor longo do halux (FHL) foram coletados, pesados e armazenados para analises de
producdo proteica de TNF-a, IL-6, FOXO3a, MuRF-1 e Atrogina-1 utilizando o método
de eletroforese. O Tl aumentou a capacidade fisica maxima dos animais treinados. A
administragdo da dexametasona determinou diminui¢do significativa de PC (-17%)
acompanhado de reducdo do peso muscular do TA (-22%) e FHL (-19%). Esta redugéo
de peso muscular envolveu a proteina MuRF-1, que aumentou no TA (+27%) e FHL
(+18%), embora tenha ocorrido diminuicdo significativa da producdo proteica de TNF-a
(-37% FHL e -15% SOL) e IL-6 (-26% TA, -24% FHL e -18% SOL) no grupo SD. O
T1 foi efetivo em bloquear o aumento de MuRF-1 nos musculos TA e FHL, ademais
diminuiu significativamente a producdo proteica de FOXO3a no musculo TA, tanto
para o grupo TC (-27%) como TD (-32%), resposta acompanhada de atenuacdo da
reducdo de peso muscular no TA, mas ndao no FHL (TD, -15%). O tratamento crénico
com dexametasona, assim como o TI, ndo determinou alteragdo na Atrogina-1. Os
resultados do presente estudo nos permitem concluir que a MuRF-1 parece estar
envolvida na atrofia nos musculos TA e FHL induzida por 10 dias de tratamento com
dexametasona, independentemente das alteragdes das proteinas inflamatérias (TNF-a ¢
IL-6). O TI prévio, por sua vez, determinou atenuacdo da atrofia no TA por promover
diminuicdo significativa na producdo proteica de MuRF-1e de FOXO3a, sem alterar a
producéo proteica de TNF-a ¢ 1L-6.

Palavras chave: treinamento intervalado, atrofia muscular, glicocorticoides, FOXO3a,
MuRF-1, Atrogina-1, TNF-a e IL-6.



ABSTRACT

Dexamethasone is widely used in clinical use due to its potent anti-allergic and anti-
inflammatory effects, but it has been shown that its chronic use can induce several side
effects such as hyperglycemia, hypertension, hypercholesterolemia and muscle atrophy.
Muscle atrophy occurs by an imbalance between catabolic and anabolic protein levels.
Among catabolic proteins, FOX03a, MuRF-1 and Atrogin-1 are directly related to
muscle atrophy induced by dexamethasone. Furthermore, it is known that some
inflammatory proteins (TNF-a and IL-6) also participate in reduction of muscle weight.
We have shown that aerobic exercise attenuates some of the side effects of
dexamethasone, but nothing is known about interval training (IT) performed before and
concomitant dexamethasone treatment. This study investigated if interval training is
effective in attenuating muscle atrophy induced by dexamethasone and if the proteins
FOX03a, MuRF-1, Atrogina-1, TNF-cand IL-6 are involved in this response. Rats
were distributed into 4 groups: sedentary control (SC), sedentary + Dexa (SD), trained
control (TC), and trained + Dexa (TD), and underwent an interval training period (50%
and 80% of maximal capacity, 2 and 1 min, respectively, 1h/day, 5 days / week, 70
days) or remained sedentary. Dexamethasone was administered during the last 10 days
(0.5mg/kg per day i.p.). The rats were weighed weekly during training and daily during
the treatment. The tibialis anterior (TA), soleus (SOL) and flexor hallucis longus (FHL)
were collected, weighed and stored for analysis of TNF-a, IL-6, FOXO3a, MuRF-1 and
Atrogin-1protein levels using electrophoresis method, Western Blotting. Administration
of dexamethasone resulted in a significant decrease in body weight (-17%) followed by
reduction in TA (-22%) and FHL (-19%) muscles weight. This reduction in muscle
weight involved a significant increase in MuRF-1 protein levels in TA (+27%) and FHL
(+18%) muscles, although TNF-a (-37%FHL and -15% SOL) and IL-6 (-26% TA, -
24% FHL and -18% SOL) protein levels were reduced. Interval training was effective in
blocking the increase of MuRF-1protein level in TA and FHL muscles, moreover
interval training significantly reduced FOXO3a production level in TA muscle, in both
groups, TC (-27%) and TD (-32%).This response was followed by an attenuation of TA
muscle mass after training. Chronic treatment with dexamethasone, as well as training,
did not change Atrogin-1protein level. The results of the present study allow us to
conclude that MuRF-1 seems to be involved in TA and FHL muscle atrophy induced by
dexamethasone treatment, independent of inflammatory proteins signaling. On the other
side, interval training determined TA muscle atrophy attenuation by decreasing MuRF-1
and FOXO3a without changes in TNF-o e IL-6 protein levels.

Key words: interval training, muscle atrophy, glucocorticoids, FOX0O3a, MuRF-1
atrogina-1, TNF-a and IL-6.
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1 —Introducéo

A dexametasona é um glicocorticdide sintético que pertence a classe dos
corticosterdides que, em nosso organismo, mimetiza os efeitos do cortisol. Os
glicocorticdides sdo produzidos e secretados pelo cortex adrenal, regulados pelo eixo
hipotdlamo-hipofisario e atuam em diversos orgdos e sistemas. Tém como principal
papel mobilizar carboidratos, lipidios e proteinas em uma situagéo de estresse, como por
exemplo, ao final de exercicios de longa duracdo e na reagdo de luta e fuga (FARIA e
LONGUI, 2006).

Na clinica, a dexametasona é um importante farmaco que tem sido utilizado em
processos inflamatérios e alérgicos oriundos de diversas doencas, tais como asma,
artrite, febre reumatica, entre outras, (NISHIOKA, 2000; MARCHIONNI et al., 2006).
Os efeitos dos glicocorticoides estdo associados a utilizacdo de acido graxos livres
liberados (lipdlise), aminoacidos e gliconeogénese hepatica para a formacéo de energia,
0 que resulta em aumento da glicemia servindo de substrato energético para recuperar
tecidos lesionados. Entretanto, o uso cronico deste componente pode induzir diversos
efeitos deletérios que comprometem o organismo.

Varios estudos vém sendo realizados para identificar os efeitos deletérios do uso
crbnico da dexametasona. Eles demonstram reducbes de peso corporal, aumento na
resisténcia periférica a insulina, acompanhados de hiperglicemia e hiperinsulinemia,
lipdlise, protedlise, (AHTIKOSKI et al., 2004; LUNDGREN et al., 2004; CRESPILHO
et al., 2006; GILSON et al., 2007; RAFACHO et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2008,
BAREL et al., 2010).

Os resultados do laboratério demonstraram pela primeira vez que o exercicio
aerobio, realizado previamente ao tratamento com dexametasona, atenua alguns dos
efeitos deletérios, tais como a resisténcia periférica a insulina, que foi possivel devido a
alteracOes nos niveis de importantes proteinas relacionadas a via de captacédo de glicose,
tanto dependente como independente da insulina (LOUZADA, 2009, DIONISIO et al.,
2014). Alem disso, demonstramos que 0 exercicio atenuava a reducdo do contetdo de
glicogénio muscular e o aumento pressdo arterial. (BAREL et a., 2010, AMARAL et al.,
2010). No entanto, o exercicio fisico aerobio continuo ndo foi eficaz em reverter o
quadro de atrofia muscular induzida pelo tratamento cronico com dexametasona. Neste
sentido, faz-se importante investigar se outros tipos de exercicio podem ser mais

eficientes no controle da atrofia muscular induzida pela dexametasona.
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1.1 Efeitos da dexametasona na musculatura esquelética.

A degradacdo proteica pode ocorrer de forma natural, com o avango da idade
sendo denominada de sarcopenia, a qual € marcada por uma diminui¢do do ndmero e
tamanho das fibras musculares. Entretanto, a perda muscular também pode estar
associada com sindromes metabdlicas complexas, ocorridas por algumas doengas, tais
como, cancer, doencas crénicas renais, pulmonares e cardiacas, neste caso a degradacéao
proteica € denominada de caquexia. (LENK et al., 2010).

Vérios autores vém sugerindo que a reducdo de peso corporal, induzida pela
dexametasona é, muitas vezes, acompanhada por diminuicdo significativa do peso
muscular, comprometendo toda a funcdo da musculatura esquelética (MA et al., 2003;
AHTIKOSKI et al.,, 2004; SACHECH et al., 2004; GILSON et al., 2007,
YAMAMOTO et al., 2008; BAREL et al., 2010). Esta atrofia muscular tem sido
apontada como um desbalango entre fatores positivos (proteinas anabolicas) e negativos
(proteinas catabdlicas) que controlam o crescimento muscular. Resultados recentes do
laboratério (LOUZADA 2009; BAREL et al., 2010; AMARAL et al.,, 2010;
MARTUSCELLI, 2011; DIONISIO et al., 2014) tém demonstrado constantemente que
existe uma reducdo significativa de peso corporal nos ratos tratados por 10 dias de
dexametasona, independente da dosagem. (1,0 ou 0,5 mg/kg). Esta diminuicdo de peso
corporal pode ser explicada por uma reducdo significativa na ingestdo alimentar dos
animais, uma vez que dados preliminares tém demonstrado que, tanto o tratamento por
5 dias (SOUZA et al., 2012) como 10 dias (dados ainda ndo publicados) diminuem
cerca de 44% a ingestdo alimentar nos animais tratados com dexametasona, dados estes
que estdo de acordo com a literatura (SANTOS et al., 2007).

Uma das primeiras hipoteses que se pensou em relagdo a atrofia muscular
induzida pelo tratamento cronico com dexametasona envolvia a miostatina, uma vez que
a delecéo do gene desta proteina impedia completamente a perda significativa de peso
corporal e a atrofia muscular induzida pela dexametasona (MA et al., 2003 e GILSON
etal., 2007).

Tem sido demonstrado que a miostatina (diferenciacdo do fator-8 do
crescimento, GDF-8) € uma das principais proteinas que limita o crescimento muscular
no organismo e tem sido implicada na perda muscular provocada por diversas doencas,
tais como cancer, HIV (Human Immunodeficiency Virus) e distrofia muscular
(MCPHERRON et al., 1997; TAYLOR et al., 2001; CHELH et al., 2009). A miostatina
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¢ considerada um membro da superfamilia do TGF-B entre os fatores das proteinas que
regulam negativamente a massa do musculo esquelético. Esta proteina se liga ao
receptor de activina tipo lla, que fosforila o receptor de activina tipo | que por sua vez
induz a traducdes intracelulares pela fosforilagdo de Smad 2/3 que, quando ativados, se
dirigem ao nucleo iniciando a transcricdo de genes alvos. (MCPHERRON et al., 1997).

Os resultados de Gilson et al. (2007) estdo em acordo com os achados de
Salehian et al.(2006) que ja haviam demonstrado um papel importante da miostatina na
atrofia muscular, uma vez que os ratos tratados com glutamina reduziram em 50% a
expressao da miostatina e consequentemente atenuaram em 50% da perda muscular
induzida por dexametasona. Artazaet al. (2002) observaram, em células C2C12, que o
aumento da miostatina induzida por glicocorticoides era encontrado principalmente no
nucleo celular quando comparado ao citoplasma, sugerindo um papel de transcricdo da
miostatina.

Apesar de varios autores sugerirem o papel fundamental da miostatina na atrofia
muscular induzido por dexametasona, seu papel no tratamento cronico ainda é
controverso. Ma et al. (2003) demonstraram que a expressao génica e proteica de
miostatina tem um comportamento bifasico, ou seja, aumenta com 5 dias de tratamento,
mas retorna aos valores basais com 10 dias de tratamento. De fato, resultados recentes
do laboratério ndo encontraram aumento da expressdo proteica de miostatina no
musculo tibial anterior (TA) ap6s 10 dias de tratamento com dexametasona
(MARTUSCELLLI, 2011), mesmo na presenca de atrofia muscular.

Varios autores tém apontado que a atrofia muscular possa ser determinada por
uma série de mecanismos, que sdo demonstrados na Figura 1 (vias de sinalizacdo
responsaveis pela hipertrofia muscular, em verde e atrofia muscular, em vermelho). A
reducdo de peso muscular pode ocorrer tanto por alteracdo da expressdo de proteinas
envolvidas na via de anabolismo proteico (P13k, AKT, mTOR e p70S6k) ou daquelas
envolvidas no catabolismo (MuRF-1 e Atrogina-1). A proteina AKT pode tanto ativar a
via da mTOR (proteina responsavel pelo aumento muscular) como inibir a via da FOXO
(proteina inibidora da hipertrofia). Se a mTOR for ativada, ela ativard a p70S6k que, por
sua vez, promovera a sintese proteica. Observa-se também, na Figura 1, as proteinas
responsaveis pelo catabolismo protéico, via TNFa e IL-6, as suas subsequentes
ativagbes culminam na ativagdo de Atrogina-1 e MuRF-1, ligases da via do Sistema
ubiquitina-proteasoma (BODINE et al., 2001; ROMMEL et al., 2001). Como observado
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na Figura 1, a AKT é ativada a partir da fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina (IRS-1) pelo IGF-1.

Hypertrophy Signaling Atrophy Signaling

TNFa, IL-1
-
4 W,
Py
— /@ e

IGF-1

\

PO VR—
=
X/II

D g !
- | MAFbx | |MuRF1
-l- / \’ atrogin-1
Protein Synthesis Protein Breakdown

Figura 1: Sinalizacdo proteica responsavel pela hipertrofia (verde) ou atrofia (vermelho)
muscular (Adaptado de CLASS., 2005).

O IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina-1) é sintetizado
principalmente no figado, além de ser produzido também em vérios tecidos locais
(ADAMS et al., 2002). Sua funcdo é controlar o processo de sinalizacdo intracelular
miogénica. Desse modo, é responsavel pelo processo de sintese proteica, participa do
crescimento muscular e regula as vias metabdlicas como a da insulina (BOFF., 2006).
A hipertrofia induzida pelo IGF-1 ocorre por meio da ativacdo da PI3-kinase, que
estimula a AKT, que por sua vez iniciara a sinalizacdo na cascata de transducdo
necessaria para diferenciacdo celular (BOFF., 2006). Pouco se sabe sobre os efeitos da
dexametasona no conteudo proteico do IGF-1. Yamamoto et al. (2008) demonstraram
que o tratamento com dexametasona por 5 dias era capaz de reduzir significativamente
a expressdo génica de IGF-1 no musculo séleo de ratos. Concordando com estes
resultados, Shakman et al. (2008) encontraram uma diminui¢do significativa da
expressao de AKT, p70S6K e GSK-3f no mtsculo TA ap0és sete dias de tratamento com
dexametasona, associados a atrofia muscular, demonstrada pela diminuicdo da area
transversal da fibra muscular. No entando, dados recentes do Laboratério (LOUZADA,
2009) demonstraram que 10 dias de tratamento com a dexametasona, apesar de
determinar atrofia muscular, ndo reduziram significativamente a expressdo proteica de

p70S6 na musculatura esquelética. Como mencionado anteriormente, a atrofia muscular
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pode ser resultado de uma estimulagédo das vias catabdlicas de controle muscular. Uma
via importante de degradagdo proteica € o sistema ubiquitina-proteassoma (SUP), que
tem sido fortemente implicado em diferentes formas de caquexia. No entanto, os efeitos
da dexametasona no SUP na musculatura esquelética ainda sao pouco conhecidos.
Como pode ser observado na Figura 2, no sistema SUP, a proteina que sera
degradada recebe ligagdes de moléculas de ubiquitina e trés enzimas ligases participam
desse processo (E1, E2 e E3). As enzimas E3 sdo responsaveis de fato pela marcacéo da
proteina a ser degradada. No processo, sdo necessarios pelo menos 4 moléculas de
ubiquitina ligadas a proteina alvo para que a mesma seja reconhecida e degradada pelo
proteassoma 26S (MURTON et al., 2008). Varias sdo as representantes da E3 ligase,
entretanto dois sdo especificos para a musculatura esquelética: a MuRF-1 (muscle ring
finger protein) e Atrogina-1 (muscle atrophy F-box protein) (BODINE et al., 2001). Na
Sarcopenia e caguexia, a transcricdo de E3 ligase (MuRF-1 e Atrogina-1) se da pela
fosforilacdo da FOXO que esta inativada pela P13k-AKT/PKB. (LENK et al., 2010).
Sandri et al.(2006) mostraram a intima ligacdo da FOXO com as ligases de ubiquitina,
uma vez que a expressdo génica de Atrogina-1 e MuRF-1 se encontravam elevadas na
presenca de atrofia do masculo tibial anterior induzida pela desnervacdo e este aumento
se dava pela ativacdo da FOXO. Auclair et al. (1997) encontraram ap06s 7 dias de
tratamento com corticosterona, aumento génico de poliubiquitina e proteasoma C8
(subunidade da via ubiquitina-proteasoma) no soleo e EDL que foram associados a
diminuicdo do peso muscular, mostrando a ativacdo do sistema ubiquitina-proteasoma
pelo glicocorticoide sintético em animais. Assim, estes resultados apontam a direta
relacdo da ativacdo do SUP na perda de peso muscular em ratos tratados com

dexametasona.

Figura 2: Sinalizacdo proteica do sistema ubiquitina- proteassoma (adaptado, MURTON
2008).
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Da mesma forma, Zheng et al. (2010) mostraram diminuicdo de PI3k/AKT e
aumento de FOXO nos miotibulos em células de cultura apds aplicacdo de
dexametasona, além de encontrarem aumento do mMRNA de MuRF-1. Concordando com
estes resultados, Stitt et al. (2004) ja havia encontrado perda de miotabulos em células
C2C12 tratadas por 24 horas com dexametasona. Neste estudo, as expressdes proteica
de MuRF-1 e Atrogina-1 estavam significantemente aumentadas de forma dose-
dependente de dexametasona e este aumento foi bloqueado quando IGF-1 foi
administrado.

Nas diversas formas de modelos experimentais que provoquem perda muscular,
a Atrogina-1 e MuRF-1, (ligases da via ubiquitina- proteasoma) parecem ser as
principais responsaveis pela aceleracéo da catabolismo protéico. Tem sido demonstrado
também que estas proteinas (MuRF-1 e Atrogina-1) podem ser resultantes da via dos
sinalizadores inflamatorios. Assim, outra via de sinalizacdo importante que promove a
atrofia muscular € a dos mediadores inflamatorios (Figura 1). O aumento das expressoes
proteicas e génicas de varias citocinas, entre elas, fator de necrose tumoral (TNF-a),
ativam para a p38 e NF-kB que culminam na subsequente ativacdo de Atrogina-1 e
MuRF-1, no entanto, se esta via participa efetivamente da atrofia muscular induzida
pela dexametasona ainda ndo se sabe. Li et al. (2004) demonstraram que células C2C12
estimuladas por TNF-a (500ug/ml) tiveram aumento significativo de mRNA para
Atrogina-1, acompanhadas de aumento das formas fosforiladas de JNK e p38, proteinas
subsequentes ativadas pelo TNF-a. Este trabalho confirma a relacdo direta do TNF-a,
com as proteinas JNK, p38 e Atrogina-1, sinalizacdo observada da Figura 1. Yi e Reid
(2000) mostraram pela primeira vez a ativacdo da transcricdo especifica que regula a
perda de musculo esquelético e encontraram aumento de NF-kB induzido pelo TNF-a
em células C2C12, que culminou na redugdo de miosina de cadeia pesada (MHC) nos
miotubulos.

Muitos trabalhos mostraram que o glicocorticoide e citocinas inflamatdrias
desempenham um papel importante na perda de proteina, particularmente a MHC
(SEENE et al., 2003; ACHARYYA et al., 2004; DEKELBAD et al., 2007). Dekelbad et
al. (2007) encontraram que a dexametasona atua em sincronia com o TNF-a, agravando
a perda muscular, ou seja, aumentando a degradacdo de MHC nos miotubulos e
mioblastos. Além disso, encontraram diminuicdo de receptores de glicocorticoides
quando administrada dexametasona em grande concentragcdes em células L6. Contudo,
Prelovsek et al. (2006) sugerem a participacdo do fator pro-inflamatorio TNF-a na
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estimulacdo da regeneracdo muscular. Estes autores observaram que, quando aplicado
TNF-a em cultura de células havia aumento de IL-6 e esse aumento ndo promovia
apoptose celular nos mioblastos, por outro lado, quando administrada dexametasona, ela
agia suprimindo esse aumento de IL6 ndo possibilitando dessa forma, a proliferacdo dos
mioblastos. Assim sendo, a IL6 € a principal citocina liberada no musculo esquelético e
¢ considerado um potente estimulante para a proliferacio de mioblastos e
consequentemente, regeneracdo muscular (AUSTIN et al., 1992; BAEZA e MUNOZ.,
2004). Frost et al. (2007), por sua vez, ndo encontraram em cultura de células (C2C12),
aumento significativo de TNF-a ¢ IL-6 quando aplicado a dexametasona, contudo,
quando aplicado LPS (lipopolissacarideo) e dexametasona, o glicocorticoide foi capaz
de diminuir IL-6, comparado com apenas LPS (um indutor de vérias citocinas). Os
trabalhos acima sugerem uma participacdo das vias inflamatérias na atrofia muscular,
mas a maioria dos resultados se fundamenta em trabalhos in vitro. Quase nada se sabe
sobre os efeitos de um tratamento cronico com dexametasona na produgdo proteica

destes fatores inflamatdrios na musculatura esquelética.

1.2 Efeitos do Exercicio Fisico.

O exercicio fisico regular tem sido amplamente utilizado para tratamentos e
prevencdo de varias doencgas, como asma, hipertensdo, diabetes, obesidade (COIMBRA,
et al., 2008; ELIAS et al., 2008; CLANS et al., 2009; AMARAL et al., 2011;). Dentre
seus diversos efeitos, a préatica regular de exercicio fisico atua melhorando a captacédo
periférica de glicose, diminui a resisténcia vascular periférica, aumenta a sensibilidade a
insulina e melhora o perfil lipidico (CLANS et al., 2009; CHRISTOS et al., 2009;
LOIMAALA et al., 2009; NUNES e MELLO., 2009; PINHEIROS et al., 2009; BAREL
et al., 2010; DIONISIO et al.2014). Além disso, tem sido demonstrado que o exercicio
fisico regular atua diminuindo significativamente a atividade no nervo simpatico na
musculatura esquelética em pacientes cardiopatas (ROVEDA et al., 2003) e hipertensos
(LATERZA et al., 2007) sugerindo a diminuicdo do sistema nervoso simpético.

Ja na musculatura esquelética, o exercicio fisico promove a melhora tanto na
estrutura como na funcionalidade muscular, promovendo hipertrofia muscular,
aumentando o numero de fibras, de mitocondria e 0 nimero de vasos sanguineo.
(HUNTER et al., 2005; ADAMS et al., 2007; AMARAL et al., 2011).
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Efeitos do exercicio fisico no controle do desenvolvimento muscular ainda sao
controversos, principalmente pelas diferengas encontradas na literatura em relacdo a
tipo, intensidade e duracdo dos treinamentos. Enquanto alguns autores demonstram
aumento de proteinas hipertrofica, outros afirmam que o exercicio fisico reduz as
proteinas responsaveis pela atrofia.

Matsakas et al. (2006), utilizando a miostatina como proteina de modelo de
atrofia muscular, demonstraram que o exercicio cronico aerébio foi capaz de diminuir
significativamente a expressdo de miostatina no musculo gastrocnémico branco quando
comparado com o exercicio agudo, e esta diminui¢do foi maior no musculo com maior
porcentagem de miostatina, ou seja, no branco (glicolitico) quando comparado ao
vermelho (oxidativo). No entanto, dados recentes do laboratério (MARTUSCELLI,
2011), ndo demonstraram diminuicao significativa na producdo proteica de miostatina
apos o periodo de 8 semanas de treinamento aerébio, nem no musculo tibial anterior
nem no so6leo (musculos glicolitico e oxidativo, respectivamente). Achados similares
foram encontrados por Bueno et al. (2011) e Leiter et al. (2010) que recentemente
mostraram que ndo houve diminuicdo significativa na producdo proteica da miostatina
apos 3 semanas de treinamento aerobio e que ndo foi encontrada alteracdo da area de
sessdo transversa no musculo tibial (LEITER et al., 2010). Da mesma forma, Jensky et
al. (2007), em uma Unica sessdo de exercicio excéntrico no musculo vasto lateral, ndo
encontraram alteracdo génica de miostatina.

Os resultados sobre a proteina p70S6k séo ainda controversos na literatura. Baar
e Esser (1999) demonstraram aumento na producdo proteica de p70S6k no musculo TA
e EDL em ratos machos apds estimulacdo elétrica com intensidade semelhante ao
exercicio de alta intensidade. Por outro lado, Nader e Esser (2001) encontraram
aumentos na fosforilacdo da proteina p70S6k no muasculo TA em animais submetidos a
estimulacdo elétrica de baixa frequéncia. Estes mesmos autores (NADER E ESSER,
2001) ndo observaram alteracdo na producdo da proteina p70S6k, tanto no musculo TA
guanto no masculo séleo desses animais, quando os animais foram submetidos a
estimulagdo elétrica de alta frequéncia ou treinamento aerdbio agudo de alta intensidade
(83% do VO, maximo). Portanto, ndo esta claro na literatura se a intensidade do
exercicio mais adequada para haver aumento de p70S6k é alta ou baixa. Recentes
resultados do laboratorio (MARTUSCELLI, 2011) demonstraram que o exercicio fisico
aerobio de baixa a moderada intensidade néo foi capaz de aumentar a producéo proteica
de p70S6k no musculo TA nem no séleo.
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Para as E3 ligases (Atrogina-1 e MuRF-1), Mascher et al. (2008) encontraram
que, apdés duas sessdes de exercicio resistido (80% 1RM), a expressdo génica de
Atrogina-1 estava diminuida, embora a expressdo de MuRF-1 estava aumentada. Da
mesma forma, Harber et al. (2008) encontraram aumento génico de MuRF-1 ap6s uma
Unica sessdo de exercicio aerobio de 45 minutos (75%V02 max), embora néo
encontraram diminuicdo da fracdo proteica no séleo e vasto lateral. Por outro lado,
Durigan et al. (2009), utilizando exercicio fisico aer6bio moderado cronico (trés meses),
evidenciaram diminuicao significativa das expressdes génicas de Atrogina-1 e MuRF-1
(possiveis proteinas finais da via de sinalizacdo pela TNF-o ¢ IL-6) no musculo TA, em
ratos com inflamagdo alérgica cronica do pulmdo. Além de diminuir os marcadores
inflamatorios (TNF-a e IL-6), 0 exercicio realizado em ratos jovens durante 3 semanas
mostrou aumento das células satélites musculares no gastrocnémio, sugerindo, dessa
forma, a possibilidade de sintese proteica.

Discordando destes resultados, Léger et al. (2006), utilizando 8 semanas de
treinamento resistido e 8 semanas de destreino, encontraram aumento significativo da
expressao génica de Atrogina-1 e MuRF-1, acompanhados de aumento de 10% no
tamanho do quadriceps. J4, no periodo de destreino, havia diminuicdo de suas
expressoes, voltando a valores basais, sugerindo portanto, que ndo necessariamente o
aumento das expressdes das ligases do SUP na musculatura esquelética (Atrogina-1 e
MuRF-1) resulta em atrofia muscular.

Karagounis e Yaspilkis (2010) encontraram aumento de TNF-a em um e dois
dias de exercicio, no entanto 48 horas ap0s o terceiro dia, sua expressao estava
significativamente diminuida. Da mesma forma, Smits et al. (1997) mostraram que a
pratica de exercicio vigoroso (uma sessdo) promoveu diminuicédo significativa de TNF-
a e IL6, entretanto o exercicio diminuiu o efeito de inibicdo de TNF-a e IL6 pela
dexametasona em células tratadas com LPS (dose terapéutica de dexametasona). Por
outro lado, no treinamento resistido agudo, Steensberg et al. (2002), encontraram
diminuicdo de glicogénio muscular e aumento da expressdo génica de IL-6 no musculo
vasto lateral, entretanto ndo encontraram aumento na expressao de TNF-o.

Pelos estudos apresentados até o presente momento, pode-se observar que ndo
existe um consenso em relacdo aos efeitos do treinamento fisico na atrofia muscular e os
mecanismos que envolvem as vias inflamatorias sdo inconclusivos, principalmente
porque os poucos trabalhos que existem utilizam diferentes tipos e intensidade de
exercicios. Dados recentes do laboratério (LOUZADA, 2009; BAREL et al., 2010;
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MARTUSCELLI et al, 2011, MACEDO, 2013 e DIONISIO et al, 2014) mostraram
que a atrofia muscular ndo foi prevenida pelo protocolo de treinamento aerébio continuo
ou resistido. Portanto existe a necessidade de se pensar em outras estratégias, como
mudar o tipo e intensidade de exercicio fisico, no sentido de para verificar seus efeitos
preventivos na atrofia muscular induzida pela dexametasona.

Atualmente, a busca é imensa para encontrar um protocolo de treinamento que
ofereca ganhos metabdlicos, antropométricos e hemodindmicos mais eficientes,
principalmente variando modelos de diferentes tipos, intensidades, frequéncias e
volumes de treino. Varios autores vém utilizando o treinamento intervalado (T1) como
modelo de protocolo que visa melhorias na pressao arterial, glicemia, capacidade fisica
e metabolismo (BURGOMASTER et al., 2005; DAUSSIN et al., 2008; HARAM et al.,
2009; GUIMARAES et al., 2010; HAFSTAD et al., 2011).

Haram et al. (2009), analisando os efeitos do T1 (4 e 3 minutos a 85-90%, e
70%do VO2 maéaximo, respectivamente) na sindrome metab6lica, encontraram
diminuicOes de gordura retroperitonial, cidos graxos livres, glicemia, pressao arterial e
aumento de HDL (lipoproteinas de alta densidade). Da mesma forma, Kemi et al.
(2007), utilizando um protocolo em esteira intervalado, na intensidade similar ao de
Haram et al. (2009), ou seja, de 50-60% do VO, méaximo durante 2 minutos e 8 minutos
a 85-90%, encontraram aumento do consumo de oxigénio, aumento da fracdo de
encurtamento ventricular e diminuicéo da presséo sistdlica.

Poucos estudos avaliaram o efeito do exercicio intervalado nos niveis de
proteinas que controlam o processo de atrofia muscular via citocinas inflamétorias e
quase nada h& sobre FOXO, MuRF-1 e Atrogina-1. Zanchi et al. (2010), utilizando
protocolo de treinamento crénico de baixo volume, baixa frequéncia e alta porcentagem
da capacidade maxima da forca voluntiria em ratos, encontraram aumento do peso
muscular e da area transversa no plantar e no séleo sem alteragdes na proteina quinase.
Por sua vez, a expressdo proteica de TNF-a estava significantemente diminuida apés o
treinamento, ou seja, estes autores encontraram hipertrofia sem a presenca de
marcadores inflamatorios.

Croft et al. (2009), utilizando treinamento intervalado de alta intensidade (70%
do VO, durante 10 minutos e 90% VO, durante 3 minutos), encontraram aumento
significativo nos niveis plasmaticos de IL-6 e IL-8 no musculo gastrocnemio em uma

sessdo de exercicio e no treinamento de 6 semanas, mostrando que a intensidade possa
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ser um fator de inducéo dessas interleucinas; entretanto os valores plasmaticos de TNF-
a ndo estavam aumentados nos dois protocolos de exercicio.

Ainda ndo estéo totalmente claros os efeitos do exercicio fisico intervalado nas
proteinas negativas do crescimento muscular e, nada se sabe sobre a prevencdo do

exercicio fisico intervalado na atrofia muscular causada pela dexametasona.

2-Justificativa e Objetivo.

Os glicocorticoides sintéticos sdo amplamente utilizados no uso clinico, devido
ao seu potente efeito antialérgico e anti-inflamatorio. Entretanto, seu uso cronico,
dependente da dose e/ou tempo de administracdo, pode induzir diversos efeitos
deletérios no organismo, entre eles, resisténcia periférica a insulina, hiperglicemia,
lipdlise, perda de peso e atrofia muscular.

A regulacdo miogénica € dada pelo balanco de proteinas positivas e negativas do
crescimento muscular, ou seja, pelo controle de sintese e degradacdo de proteina. Tem
sido demonstrado que o tratamento cronico com dexametasona promove atrofia
muscular principalmente por aumentar a expressao de proteinas catabdlicas, que podem
ser aumentadas pela maior ativacdo do SUP ou da via inflamatdria, estimulada pelo
TNF-a. Por outro lado, o exercicio fisico tem sido utilizado como prevencao/tratamento
de diversos processos patolégicos, mas seus efeitos sobre a atrofia muscular ainda séo
controversos. Dados do laboratério (BAREL et al., 2010) mostraram que o tratamento
de dexametasona (1mg/kg por dia) durante dez dias promovia atrofia muscular nos
musculos com predominancia de fibras brancas ou mistas, que nao foi atenuada pelo
treinamento fisico aerobio continuo. Além disso, a producdo de p70S6k estava
aumentada no musculo TA tanto de animais treinados controles como de animais
tratados com a droga (LOUZADA, 2009), o que parece nao contribuir efetivamente para
evitar a atrofia muscular nos animais tratados. Do mesmo modo, quando diminuida a
dosagem de dexametasona em 50%, a atrofia continuava presente, mesmo apos a pratica
de exercicio aerobio continuo (MARTUSCELLI, 2011). Resultados mais recentes do
laboratédrio, ainda ndo publicados, mostraram que a atrofia no FHL foi atenuada pelo
treinamento resistido a 60% e 80% da capacidade maxima, o que indica que o tipo de

exercicio pode ser um fator importante para atenuagdo da atrofia muscular, no entanto
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este efeito foi observado em apenas um musculo isolado e 0s mecanismos responsaveis
por esta resposta ainda estéo sendo investigados.

Quase nada se sabe sobre os efeitos preventivos do treinamento intervalado
sobre a atrofia muscular induzida pela dexametasona. Além disso, 0s mecanismos
envolvidos nesta resposta precisam ser esclarecidos.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar se o exercicio fisico intervalado
realizado anterior e concomitantemente ao tratamento com dexametasona, tem efeito
preventivo na atrofia muscular induzida pela dexametasona e quais 0S mecanismos

responsaveis por esta resposta.

3- Materiais e Métodos.

Foram utilizados ratos machos (Wistar) de 7-8 semanas de idade (200-250g,
jovens), provenientes do Centro de Pesquisa e Produgdo de animais da UNESP,
Campus de Botucatu. Durante todo o protocolo, os animais foram mantidos em gaiolas
com até cinco animais, no Biotério de Manutencdo da Faculdade de Ciéncias da
UNESP, campus de Bauru, com ciclo claro escuro de 12:12 horas e temperatura
controlada (22°C). Racdo e agua foram fornecidas ad libitum. Os ratos foram pesados
semanalmente do inicio ao fim dos estudos (balanca Fillizola).

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no uso de
animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP (Protocolo n.
2012-02256) (Anexo 1).

3.1 Avaliacéo da capacidade fisica maxima dos animais.

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

representa a linha de tempo do protocolo experimental desta pesquisa.
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Figura 3: Linha do tempo do protocolo experimental.

3.2 Grupos experimentais.

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

Grupo 1: 11 animais que permaneceram sedentarios durante todo o periodo e
néo receberam tratamento com dexametasona (SC).

Grupo 2: 13 animais que permaneceram sedentarios por todo o periodo e
receberam tratamento com dexametasona nos Ultimos 10 dias (0,5mg / kg de peso
corporal, por dia, i.p.) — (SD).

Grupo 3: 13 animais que foram submetidos a um protocolo de treinamento fisico
por 8 semanas e ndo receberam tratamento com dexametasona (TC)

Grupo 4:9 animais que foram submetidos a um protocolo de treinamento fisico
por 8 semanas seguido de tratamento com dexametasona por 10 dias (0,5 mg / kg de
peso corporal por dia, i.p.) — (TD). Os animais treinados continuaram treinando durante
0 periodo de tratamento medicamentoso.

Os animais ndo tratados com dexametasona receberam placebo (solucéo salina,
mesmo volume que o0s animais que receberam dexametasona) pelo mesmo periodo de

treinamento.
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3.3 Protocolo de treinamento fisico.

Para o treinamento fisico intervalado foi utilizado protocolo adaptado de
Guimardes et al., (2010), realizado em esteira ergométrica durante uma hora por dia,
por 8 semanas, com intensidade de 50% e 80% (durante 2 e 1 minutos, respectivamente)
da velocidade maxima atingida no teste de esforgo. A velocidade e o tempo de
treinamento foram aumentados gradativamente a cada dia, sendo que na segunda
semana de treino os animais ja realizavam o treino na intensidade e tempo desejados. A
intensidade do treinamento foi readaptada ap6s 4 semanas de treinamento. Os ratos

sedentarios permaneceram sedentérios durante o periodo de treino.

3.4 Retirada dos musculos esqueléticos.

Os animais foram eutanasiados por sobrecarga de anestésico ANASEDAN®
(cloridrato de xilasina) e DOPALEN® (cloridrato de ketamina), CEVA e VETBRANDS
do Brasil, respectivamente (1:1).

Apds a eutanasia, os musculos esqueléticos tibial anterior (TA), s6leo e flexor
longo do halux (FLH) foram removidos e pesados imediatamente para a determinacéo
da massa magra dos animais em estudo. A tibia foi cuidadosamente dissecada e medida
(cm) para normalizacdo dos pesos dos musculos. Amostras dos musculos esqueléticos
foram homogeneizadas imediatamente apds a retirada com um homogeneizador
Polytron em uma solucdo de RIPA (Cell Signaling) contendo varios inibidores de
protease e adicionado 1% de PMSF e PIC (Coquetel com inibidores de protease, Sigma
Aldrich) na hora de usar.

As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos na temperatura
de 4 graus com aceleragédo e desaceleragdo igual a 7, em seguida o sobrenadante foi
coletado e transferido para um novo tubo, que foram armazenados em freezer a -80°C
para futuras analises de producdo proteica. Os tecidos ndo homogeneizados também

foram armazenados em freezer -80°C.

3.5 Protocolo de dosagem de proteina.

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford utilizando
um kit comercial (Bio-Rad Kit, Protein Assay Standart 11, Hercules, CA) com albumina

como padrdo, como previamente publicado (AMARAL et al., 2001). Os valores de
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absorbancia foram analisados no leitor de Elisa (BMG labtech, spectro star nano)

utilizando uma placa de 96 pocos.

Apos a dosagem de proteinas as amostras foram estocadas a —80°C até serem

utilizadas para os experimentos de Western Blotting.

3.6 Procedimentos de Western Blotting.

A proteina foi eletroforeticamente separada por tamanho, usando-se um sistema
de gel de poliacrilamida conforme publicacdo prévia do laboratério (BAREL et al.,
2010). Basicamente, foi utilizado um gel com duas camadas de poliacrilamida, em
diferentes concentracfes: 5% na camada superior e 10% na camada inferior. A solucéo
tampéo de transferéncia consistiu de: 190 mM de glicina, 25 mM de Tris, 0,1% de SDS,
pH 8,3. As amostras (50 ug) foram colocadas para correr por 70 minutos a 200 V.
Marcadores de peso molecular foram simultaneamente utilizados como tamanho padrao.
As proteinas foram transferidas eletroforeticamente para uma membrana de
nitrocelulose com aplicagédo 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 (0,959 de Trisma —HCI; 0,50g de Trisma Base; 8,89 de NaCl e 1ml de Tween 20
para um litro de &gua destilada). As membranas foram bloqueadas com 1,5% albumina
bovina (BSA) com TBS-T por 40 segundos. O Sistema de Deteccdo de Proteina (SNAP
i.d.® 2.0 Protein Detection system -Millipore) foi usado para incubar as membranas por
10 minutos. As membranas foram incubadas com a diluicdo do anticorpo priméario
descrito a seguir: FOXO-3a (cell signalling #9464, 1:1,000 in 3% BSA), Atrogina-1
(Abcam #a74023, 1:500 in 3% BSA), MuRF-1 (Santa Cruz [C-20] sc-27642, 1:1000 em
3% BSA), TNF-o (R&D Systems #45418 1:1000) e IL-6 (Biorbyt #101926 1:500) As
membranas foram lavadas e incubadas com os anticorpos secundarios por 10 minutos
descrito a seguir: FOX03a (IgG anti-coelho 1:1,000), Atrogina-1 (IgG anti-coelho
1:10,000), MuRF-1 (anti-burro 1:10,000), TNF-a (anti-mouse 1:5000) e IL-6 (anti-
mouse 1:5000). 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, Beta 4.02).
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3.7 Métodos estatisticos.

Todos os resultados foram apresentados como media + EPM. Diferencas
significativas foram detectadas utilizando ANOVA de trés caminhos, sendo tratamento
e treinamento como fatores e o tempo (antes e depois) como medidas repetidas
(capacidade fisica, o peso corporal). Para as analise das proteinas foi utilizada ANOVA
de dois caminhos. O post-hoc de Tukey foi utilizado quando necessario. Na analise de
capacidade fisica, na qual houve dois grupos (sedentério e treinado) foi utilizado o teste

T de student. O nivel de significancia considerado foi de a < 0,05.

4-Resultados

A Figura 4 demonstra a evolugdo do peso corporal durante as 8 semanas de
treinamento e os 10 dias de tratamento com dexametasona. Pode-se observar que
durante as primeiras 8 semanas, 0 aumento de peso corporal foi semelhante entre os
grupos (SC: de 293 + 10g para 438 + 10g; SD: de 291 + 11g para 408 + 12 g; TC: de
291 £ 10 para4l7 £9 g; TD: de 277 + 10 para 412 + 10 g, respectivamente, da 12 para
a 82 semana de treino, p<0,05 para todos 0s grupos). Importante ressaltar que os valores
de peso corporal dos 4 grupos eram semelhantes no inicio do protocolo treinamento
intervalado.

Observou-se diminuicdo significativa de peso corporal durante o tratamento com
dexametasona (indicado pela seta preta na Figura 4), que foi independente do estado de
treinamento dos animais (SD: de 399 + 11g para 332 £ 10 g e TD: de 404 + 9 para 333

* 64, entre o primeiro e Ultimo dia, respectivamente).
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Figura 4: Evolugdo do peso corporal durante as 8 semanas de treinamento fisico (painel esquerdo) e no
periodo de tratamento com dexametasona (10 dias, painel direito) nos grupos sedentario controle (SC,
n=12), sedentério tratado com dexametasona (SD, n=13), treinado controle (TC, n=13) e treinado tratado
com dexametasona (TD, n=14). Significancia: b- interagdo entre tratamento e momento, (independente do
treinamento); c-efeito do momento (independente do treinamento ou tratamento), p<0,001.

A reducdo do peso corporal entre o primeiro e Ultimo dia de tratamento foi de -
17% para SD e para TD - 18% quando comparados com o inicio do tratamento. O
treinamento fisico ndo atenuou a perda de peso corporal, uma vez que 0s animais SD e
TD apresentaram reducdes semelhantes de peso corporal. A Figura 5 confirma estes
resultados e ilustra os valores de peso corporal no dia da eutanasia. Pode-se observar
que houve perda significativa de 22% no peso corporal no grupo TD quando comparado

com seu controle e de 23% para o grupo SD comparado com seu controle.
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Figura 5: Valores de peso corporal de todos os ratos no dia da eutanasia. Sedentario controle (SC, n=11),
sedentério tratado com dexametasona (SD, n=13), treinado controle (TC, n=13) e treinado tratado com
dexametasona (TD, n=9). Significancia:* vs controle, p<0,05.
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A figura 6 representa o resultado dos 3 testes maximos realizados na esteira
durante o periodo de treinamento fisico e os valores estdo expressos em minutos.
Observa-se aumento significativo do tempo de exercicio fisico nos grupos treinados,
qguando comparados com o inicio do treinamento (TC: de 9 £ 0,7 min para19 £ 2 min e
TD: de 9 £ 0,6 min para 16 + 0,9 min, do TEM-1 para 0 TEM-3, respectivamente,
p<0,05). Para os grupos sedentarios (SC e SD) ndo se observaram alteracdes
significativas durante os testes. E importante destacar que todos os grupos partiram de
valores semelhantes no inicio do treinamento, o que garante a homogeneidade dos
grupos. Apds o TEM-3, deu-se inicio ao periodo de tratamento com a dexametasona. Os
animais treinados mantiveram seus treinamentos e 0s sedentarios permaneceram neste

estado até o final do tratamento (10 dias).
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Figura 6: Capacidade fisica méaxima avaliada em minutos na esteira ergométrica nos testes maximos
realizados durante o protocolo experimental. Avaliagdes 1, 2 e 3 correspondem aos TEM-1, TEM-2,
TEM-3. Nos grupos sedentario controle (SC, n=13), sedentério tratado com dexametasona (SD, n=13),
treinado controle (TC, n=13) e treinado tratado com dexametasona (TD, n=16) do TEM-1 ao TEM-2 e
TEM-3. Significancia: a- interacdo entre treinamento e momento (independente do tratamento) p< 0,001.

A figura 7 mostra a variacdo (delta) do tempo em minutos entre 0 3° e 1° TEM
nos grupos treinados (de 8,87 min no TEM-1 para 17,45 min no TEM-3) e sedentarios
(de 8,90 min no TEM-1 para 8,18 min no TEM-3).
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Figura 7: Variacdo do tempo em minutos entre a realizacdo do terceiro teste maximo (TEM-3) e o
primeiro teste méaximo (TEM-1) nos grupos avaliados: treinados (n=30) e sedentérios (n=26).
Significancia: *vs sedentario, p< 0,05.

A perda de peso corporal induzida pela dexametasona durante o tratamento,
relatada na figura 5, foi acompanhada por uma reducdo significativa de massa no
musculo TA dos animais sedentarios (-22%) como pode ser observada na Tabela 1. Por
outro lado, o treinamento fisico preveniu esta reducdo, como pode ser observado no
grupo TD. Observa-se que nem o tratamento com dexametasona nem o treinamento
fisico ndo alteraram significativamente os valores de peso muscular no musculo séleo.

Observa- se também, na Tabela 1, que o tratamento com a dexametasona
determinou reducdo significativa do peso do mdusculo FHL (-19%) nos animais
sedentarios, que ndo foi prevenido pelo treinamento fisico (TD = -15%). Importante
destacar que o tamanho em centimetros da tibia ndo foi significativamente diferente

entre 0s grupos.
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Tabela 1: Valores de peso corporal e musculares dos animais avaliados.

SC SD TC TD

Peso Corporal (g) 421+8 320+10* 402+10 311+5*
TA (mg) 760+11 590+28* 703+13 633+30*
TAltibia (g/cm) 17143 134+6* 159+3 148+7
TA/PC (mg/g) 1,792 1,84+2 1,74+1 2,035
SOL (mg) 192+5 201+14 203+11 214+18
SOL/tibia (g/cm) 43+1 4643 4642 50+4
SOL/PC (mg/g) 0,46+0,008 0,63+0,04 0,50+0,02 0,69+0,05
FHL (mg) 517+13 414+16* 517+14 426+16*
FHL/tibia (g/cm) 11642 94+3* 117+4 99+4*
FHL/PC (mg/g) 1,22+0,01 1,30+0,04 1,284,004 1,39+0,05
Tibia (cm) 4,42+0,05 4,39+0,03 4,41+0,05 4,27+0,04

Peso muscular (mg), peso corporal (gramas) e tamanho da tibia(cm), no grupos analizados. SC:
sedentario controle (n:11); SD: sedentario tratado com dexametasona (n=13); TC: treinado controle
(n=14) e TD: treinado tratado com dexametasona (n=16), nos musculos TA: tibial anterior; SOL: séleo e
FHL: flexor longo do halux. PC: peso corporal. Significancia: * vs controle, p< 0,05.

A figura 8 ilustra os resultados da quantificacdo da producédo proteica da
FOXO03a, Atrogina-1, MuRF-1, TNF-a e IL-6 no musculo TA. Observa-se que a
atrofia muscular no TA dos animais tratados com dexametasona (SD-22%) foi
acompanhada de aumento significativo da producdo proteica de MuRF-1 (+27%) no
grupo sedentario (SD), sem qualquer alteracdo na producdo de FOXO3a, Atrogina-1 e
TNF-a. Por outro lado, observa-se uma diminuicéo significativa (-25%) da interleucina
IL-6. O treinamento fisico intervalado determinou diminuicdo significativa dos valores
de FOXO3a nos grupos TC (-27%) e TD (-32%), comparado com seus controle
sedentarios, bem como blogueou o aumento da producdo de MuRF-1 no grupo TD
comparado com seu grupo sedentario (SD). Estas alteragbes proteicas foram
concomitantes com a atenuacdo da reducdo de massa no TA observada nos animais

treinados e tratados com dexametasona.
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Figura 8: Valores do peso muscular no musculo TA e as analises densitométricas da produgdo das
proteinas FOXO3a, Atrogina-1 , MuRF-1, TNF-a e IL-6, nos animais dos grupos sedentario controle-SC,
sedentario tratado com dexametasona-SD, treinado controle-TC e treinado tratado com dexametasona-
TD. Significancia: + vs sedentéario ;* vs controle, p< 0,05. Painel superior: Gel representativo dos
resultados de Western Blot para as proteinas nos diferentes grupos analisados.

A Figura 9 demonstra que o0 tratamento com dexametasona determinou
diminuicdo significativa do peso do musculo FHL (-19%) nos animais sedentarios (SD)
e o treinamento intervalado ndo foi efetivo em prevenir essa atrofia. Esta reducéo de
massa no FHL, induzida pelo tratamento com dexametasona, foi acompanhada de
aumento significante (+18%) na producdo de MuRF-1 nos animais sedentarios (SD) no
musculo FHL, embora ndo tenha alterado a producéo proteica de FOXO3a e Atrogina-1
e encontrado diminuicdo da producéo proteica de TNF-a (-37%) e de IL-6 (-24%). O

treinamento intervalado atuou bloqueando o aumento da producdo de MuRF-1 (TD)
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quando comparado com seu grupo sedentario (SD), entretanto, ndo foram observadas

alteracbes na producdo proteica de FOXO3a, Atrogina-1, TNF-a e IL-6 ap6s o

treinamento intervalado nesta musculatura.
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Figura 9: Valores do peso muscular no masculo FHL e as andlises densitométricas da producéo das
proteinas FOXO3a, Atrogina-1 e MuRF-1, TNFa e IL-6, utilizando a técnica de Western Blotting, nos
animais dos grupos sedentério controle-SC, sedentério tratado com dexametasona-SD, treinado controle-
TC e treinado tratado com dexametasona-TD. Significancia: + vs sedentério p<0,05;* vs controle, a<
0,05. Painel superior: Gel representativo dos resultados de Western Blot para as proteinas.

Na figura 10 pode-se observar que o tratamento com dexametasona néo
promoveu atrofia muscular no masculo SOL, haja vista que ndo foi observado alteracédo
na producdo proteica de FOXO3a, Atrogina-1 e MuRF-1 neste grupo e tampouco o

treinamento fisico determinou alteracbes da producdo proteica dessas proteinas.
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Importante destacar que os valores de TNF-o. (—15%) e de IL-6 (-18%) foram reduzidos

no grupo sedentario tratado com dexametasona.
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Figura 10: Valores do peso muscular no musculo SOL e as andlises densitométricas da producdo das
proteinas FOXO3a, Atrogina-1 , MuRF-1, TNF-a e IL-6, nos animais dos grupos sedentario controle-SC,
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sedentario tratado com dexametasona-SD, treinado controle-TC e treinado tratado com dexametasona-

TD.Significancia:* vs controle, p< 0,05. Painel superior: Gel representativo dos resultados de Western

Blot para as proteinas.
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5-Discussao

Os resultados do presente trabalho mostraram que o tratamento com
dexametasona determinou atrofia muscular nos musculos TA e FHL e esta atrofia
parece estar associada com o aumento dos niveis de MuRF-1. Por outro lado, o
treinamento intervalado na esteira atenuou a atrofia muscular no TA e esta resposta
envolveu uma atenuagdo dos niveis de MuRF-1 e reducdo de FOXO3a. Embora os
niveis de MuRF-1 foram atenuados apos treinamento no FHL, a atrofia muscular ndo
foi suavizada. Estas respostas parecem ndo estar associadas com o comportamento das
proteinas inflamatoérias neste modelo de atrofia. Importante destacar que até o presente
momento, este € o primeiro trabalho a investigar os efeitos de um treinamento
intervalado na atrofia muscular induzida por dexametasona.

Os resultados anteriores de laboratério haviam demonstrado que 1mg/kg por dia
de dexametasona eram capazes de reduzir significativamente o peso corporal e muscular
(TA e EDL) e que o exercicio aer6bio de baixa a moderada intensidade era efetivo em
atenuar a atrofia muscular somente no muasculo EDL (BAREL et al., 2010). No entanto,
utilizando a metade da dose usada anteriormente do laboratério, observamos gque
0,5mg/kg por dia de dexametasona também causava perda significativa de peso corporal
(17%) e de peso muscular no TA, que ndo foi atenuada pelo exercicio aerdbio continuo
de baixa a moderada intensidade (MARTUSCELLI, 2011). Esta resposta de reducdo de
peso corporal apds tratamento com dexametasona vem sendo observada por Vvarios
autores. Ma et al. (2003), utilizando uma dosagem de 0,6 mg/kg por dia de
dexametasona, também encontraram perda significativa de peso corporal nos animais (-
4%), assim como Santos et al. (2007), que encontraram diminuicdo significativa (-19%)
de peso corporal ap6s cinco dias de dexametasona (1mg/kg). Mais recentemente,
Pielock, Sommer e Hauber (2013) observaram diminuigé&o significativa de peso corporal
a partir do terceiro dia de dexametasona (1,2 mg/kg por dia) em animais. Um dos
possiveis mecanismos relacionados a reducdo de peso corporal é a diminuicdo de
ingestdo alimentar, uma vez que a dexametasona altera a producdo de leptina (adipocina
controladora da ingestdo alimentar) e de grelina (adipocina que sinaliza a fome). Jhang
et al. (2008) encontraram aumento de leptina acompanhado pela diminui¢do da ingestéo
alimentar em animais tratados com dexametasona (1mg/kg) por quatro dias. Da mesma

forma, Tulipano et al. (2007) demonstraram que o tratamento com 40ug/kg durante 8
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dias de dexametasona promoveu diminuicdo da ingestdo alimentar acompanhado da
diminuigéo do peso corporal e, quando o tratamento com a dexametasona foi associado
a um agonista de grelina (BIM-28215), obtiveram os mesmos resultados, sugerindo que
a diminuicdo da ingestdo alimentar induzida pela dexametasona possa ser pela baixa
atividade da grelina. Confirmando estes achados, MACEDO (2013) observou reducéo
significativa de ingestdo alimentar durante os 10 dias de tratamento com dexametasona
(0,5mg/kQ).

Outro possivel mecanismo responsavel pela reducdo de peso corporal seria a
atrofia muscular generalizada, pois, segundo Gilson et al. (2007), animais que ndo
apresentam atrofia (devido a delecdo de um gene atréfico, miostatina), ndo apresentam
reducdo de peso corporal induzida pela dexametasona.

A atrofia muscular tem sido apontada como um desbalanco entre fatores
catabolicos e aqueles que promovem sintese de proteinas (MA et al., 2003; JACKMAN
e KANDARIAN, 2004; AHTIKOSKI et al., 2004; SACHECKGet al., 2004; GILSON et
al., 2007; YAMAMOTO et al., 2008), mas 0s mecanismos responsaveis pela atrofia
muscular induzida por dexametasona ainda néo séo totalmente conclusivos. Sabe-se que
os glicocorticoides atuam promovendo a atrofia muscular preferencialmente em
musculos compostos por fibras rapidas, brancas, glicoliticas e em menores proporc¢des
em mausculos oxidativos, de contracdo lenta (FALDUTO et al., 1990; NAVA et al.,
1996). Estes resultados estdo em acordo com os achados do presente estudo que
observou atrofia muscular no TA e FHL, mas ndo no séleo.

Um dos mecanismos mais descritos na literatura responsavel pela perda
muscular induzida pela dexametasona é a ativacdo do Sistema Ubiquitina Proteassoma
(SUP) e, neste sistema, as duas enzimas E3 ligases (Atrogina-1 e MuRF-1) estdo
diretamente relacionadas com diminui¢do do tecido muscular (STITT et al., 2004;
SACHECK et al., 2004; CLARKE et al., 2007; YAMAMOTO et al., 2008). Neste
sentido, tem sido demonstrado que o aumento da producdo de Atrogina-1 e MuRF-1 séo
antagonizados (blogueado) pelo tratamento de IGF-1 (SACHECK et al., 2004; SANDRI
etal., 2004; STITT et al., 2004).

O aumento de MuRF-1, Atrogina-1 e FOXO induzidos pela dexametasona ja
vem sendo estudado no tecido muscular e em cultura celular. Alamdari et al. (2012),
demonstraram aumento significativo da expressdo génica e producéo proteica de MuRF-
1, Atrogina-1 e FOXO-1, diminui¢do do didmetro celular e aumento da degradacdo
proteica em cultura de células de miotubulos apds o tratamento por 24 horas de



38

dexametasona (1uM), entretanto, esses efeitos foram prevenidos apos tratamento com
resveratrol nessas células. Estes resultados concordam com os achados de Zheng et al.
(2010), que encontraram aumento significativo de ubiquitina C, FOX0O3a e MuRF-1 nos
miotubulos apos 48 horas de aplicagdo de dexametasona. Mais recentemente, Castillero
et al. (2013) associaram a atrofia muscular induzida pela dexametasona com aumento da
producgéo proteica e expressao génica de MuRF-1 e Atrogina-1 e diminuigéo de 30% do
didmetro das células dos miottbulos. Especificadamente na musculatura esquelética,
Gilson et al., (2007), utilizando altas doses de dexametasona (5mg/kg) demonstraram
aumento da expressdao génica de FOXO3a, Atrogina-1 e MuRF-1 no mausculo
gastrocnémio. Nicastro et al. (2012) encontraram aumento da producgédo proteica de
MuRF-1 apds 7 dias de tratamento com dexametasona (5mg/kg) no musculo plantar,
embora a producdo proteica de FOX0O3a e Atrogina-1 ndo estavam alteradas.

Em contraste com estes resultados, Baerhr, Furlow e Bodine (2011) sugeriram
que provavelmente as enzimas E3ligases do sistema SUP possuem funcdes distintas ao
promover a atrofia muscular induzida pela dexametasona, uma vez que a delecdo do
gene da MuRF-1 bloqueava a atrofia muscular induzida pela dexametasona, no entanto,
quando o gene da Atrogina-1 era deletado, esta resposta era mantida. Assim, estes
autores sugeriram que o principal controlador da atrofia muscular era a MuRF-1. Os
resultados do presente estudo concordam com tais achados, pois a administracdo de
0,5mg/kg de dexametasona determinou aumento significativo de 27% de MuRF-1 no
musculo TA e de 19% no musculo FHL, embora ndo aumentou FOX03a nem Atrogina-
1. Diferente ainda destes resultados, Crossland et al. (2010), ndo encontraram aumento
da expressdo génica de Atrogina-1 e MuRF-1 no musculo extensor longo dos dedos
apos infundir 12,5ug/kg por dois dias de dexametasona com LPS em animais e, além
disso, encontraram diminuigdo significativa da expressdo génica de FOXOL1 na fracéo
citosélica nos animais com endotoxaemia induzida pela LPS apods utilizacdo da
dexametasona.

Alguns autores j& haviam demonstrado que a producdo proteica e expressao
génica nas suas subclasses dos fatores de transcricdo da familia forkhead (FOXO1,
FOX03a, FOX04 e FOXO06) podem estar alteradas em alguns modelos de tratamento
com dexametasona (PUTHANVEETIL et al., 2010; POULSEN, CARR e HULLEY, et
al., 2011; BAERHR, FURLOW e BODINE, 2011), mas os resultados séo conflitantes.
Baerhr, Furlow e Bodine. (2011) demonstraram que o tratamento com 3 e 14 dias de

dexametasona (3mg/kg) ndo alteraram a producdo proteica e a expressao génica da
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FOXO3a no musculo triceps sural, entretanto, a proteina FOXO1 estava aumentada nos
dois periodos de tratamento. Da mesma forma, Puthanveetil el al. (2010) demonstraram
que o tratamento com dexametasona em midcitos ventriculares durante 6 horas
aumentava a producao proteica de FOXO1 na fracdo nuclear, embora ndo encontraram
alteracdes em nenhuma fracdo (nuclear, citosolica e total) na produgdo de FOXO3a. Por
outro lado, Poulsen, Carr e Hulley (2011) identificaram que, em células do tendéo,
havia um aumento da producgdo proteica de FOXO3a ap6s 3 dias de tratamento com
dexametasona, entretanto, ap6s 7 dias de tratamento, seus valores estavam em niveis
basais. Qui et al. (2010), mostraram a correlacdo direta entre a expressao génica de
FOXOL1 e a perda de peso do musculo gastrocnémio ap6s infundir 0,7mg/kg durante 7
dias. No presente trabalho, analisando a proteina FOXO3a, o tratamento de
dexametasona por 10 dias (0,5mg/kg) ndo foi capaz de alterar seus niveis em nenhum
dos masculos analisados.

Existem vérias formas de induzir o catabolismo celular, tais como a sepsia,
endotoxina, excesso de citocinas inflamatorias, glicocorticoides, entre outras, por
produzirem um desequilibrio entre a sintese e degradacdo de proteinas (FANG et al.,
1998; HASSELGREN et al., 1993; LANG et al., 2000; LI et al.,2004). Spate e Sclulze
(2003), em sua revisdo sugere o papel crucial das citocinas pro-inflamatdrias na perda e
funcgéo de peso muscular, da mesma forma, Delkelbad el al. (2007), mostraram a intima
relagdo da dexametasona e TNF-a na degradagdo de MHC nos miotUbulos e mioblasto.
Utilizando altas doses de dexametasona (5, 10 e 20 mg/kg, i.p), Muhammad et al.
(2012) encontraram aumento significativo do contetdo proteico de TNF-o e IL-6 no
hipocampo.

Por outro lado, a baixa dose de dexametasona pode atuar reduzindo a expressao
génica de citocinas pro-inflamatdrias. Crossland et al. (2010), mimetisando uma
situacdo de sepsis, aplicando LPS, encontraram aumento génico de TNF-a, MuRF-1 e
Atrogina-1 no musculo extensor longo dos dedos, e quando aplicado em conjunto com a
dexametasona (12.5ug kg -1 h — 1) por uma hora, esses valores foram reduzidos. Assim,
a administracdo apenas de dexametasona ndo promoveu aumento da expressdo génica
de TNF-a ¢ IL-6 e tdo pouco foi observada diminuicdo do conteldo proteico neste
musculo. Entretanto, Bruccoleri et al. (1999), aplicando duas doses de dexametasona,
uma baixa e outra alta (0,2 e 10mg/kg, i.p, respectivamente) uma hora antes de causar
inflamacdo e dano celular, ndo observaram aumento de TNF-o e IL-6 na regido do

hipocampo. Importante ressaltar que, aparentemente a dose do farmaco, a técnica
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utilizada, bem como, o tecido analisado, sdo fatores determinantes na resposta desta
proteina frente a administragdo da dexametasona. Neste presente estudo, utilizando uma
dose relativamente alta, a producgéo proteica de TNF-o no musculo FHL (-37%) e SOL
(-15%) foi diminuida significativamente apds o tratamento com a dexametasona,
embora ndo tenha sido observada alteracdo desta proteina no musculo TA.

Autores ja relataram o aumento da taxa de prote6lise com a administracdo da
citocina IL-6 (GOODMAN 1994; TSUJINAKA et al., 1995). Janssen et al. (2005)
utilizando duas doses de IL-6, uma baixa e outra alta (50ug.kg - 1 .dia - 1e 250 kg - 1
.dia-1, respectivamente) infundidas em ratos, encontraram que a baixa dose ndo causou
uma reducdo significativa do tamanho e no peso da fibra muscular nem alteragéo das
propriedades contrateis do masculo diafragma, embora a dose alta diminuiu
significativamente o peso muscular (-15%), além de diminuir o tamanho da fibra
muscular na musculatura de fibras rapidas e lentas, afetado mais o musculo
gastrocnémio. Considerando a interleucina IL-6 como possivel mecanismo para a
atrofia muscular, a proposta inédita do trabalho era identificar se a utilizacdo da
dexametasona em uma alta dose poderia ser responsavel pela maior producdo de IL-6, e
esta atuaria como precursora da atrofia muscular.

Varios autores utilizando baixa dose de dexametasona ndo encontraram aumento
na producgdo proteica de IL-6. Rezonja e Mars. (2013), utilizando células de mioblasto
humana observaram diminuicdo da secrecdo de IL-6 apOs a aplicacdo de 1nM de
dexametasona por 24 horas. Da mesma forma, Frost et al. (2002), utilizando células
C2C12 ndo encontraram alteracdo de mRNA de IL-6 apds aplicarem 1nM de
dexametasona por 30 minutos. Em ratos Sprague—Dawley, Crossland et al. (2010) né&o
demonstraram alteracdo na expressao génica de I1L-6 no muasculo EDL ap6s infundirem
pela veia jugular 12.5ug kg -1 h — 1 de dexametasona durante uma hora. Embora
utilizado um dose maior de dexametasona nos animais, este trabalho converge com os
tais achados, pois a utilizagdo de 0,5mg/kg i.p de dexametasona promoveu uma reducéo
significativa da producdo proteica de IL-6 em todos os musculos estudados (TA, FHL
e SOL). Estes resultados sugerem a ndo participagdo desta interleucina, bem como a
citocina TNF-a, na atrofia muscular induzida pela dexametasona.

O principal objetivo desse trabalho foi verificar se a realizagcdo de exercicio
fisico intervalado na esteira, realizado antes e durante o tratamento com glicocorticoide,
pudesse prevenir ou atenuar a atrofia muscular diminuindo a via catabélica muscular
(FOX03a, MuRF-1 e Atrogina-1) e a via inflamatéria (TNF-a e IL-6). De acordo com
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esta hipdtese, o treinamento fisico intervalado foi eficaz em prevenir o aumento de
MuRF-1 e reduzir a producdo proteica de FOXO3a nos grupos TC e TD no musculo
TA, respostas estas que provavelmente estdo envolvidas na atenuacdo do musculo TA
apos o tratamento com a dexametasona nos animais treinados. Infelizmente, esta
resposta de atenuacdo da atrofia induzida pela dexametasona néo foi observada no FHL,
mesmo com a prevencdo do aumento da MuRF-1, o que sugere que, para haver
atenuacéo da atrofia, a redugdo da FOXO3a foi fundamental, neste modelo estudado.

Pesquisadores ja encontraram beneficios na pressdo arterial, glicemia,
capacidade fisica e no metabolismo ap0s a realizacdo do exercicio intervalado
(HARAM et al., 2009; DAUSSIN et al., 2008; BURGOMASTER et al., 2005;
HAFSTAD et al., 2011, GUIMARAES et al., 2010) e o desafio deste trabalho foi
identificar se o treinamento intervalado também preveniria a atrofia muscular induzida
pela dexametasona, haja vista a auséncia de trabalhos desta natureza na literatura. Os
estudos que avaliam efeitos do exercicio em proteinas catabdlicas utilizam exercicio
aerdbio continuo ou resistido. Mascher et al. (2008) encontram que apds 48 horas de
duas sessdes de exercicio de resisténcia foi suficiente para diminuir a expressdo génica
de Atrogina-1 e MuRF-1. Da mesma forma, Zanchi et al. (2010) demonstraram que 0
treinamento resistido concéntrico durante 12 semanas foi capaz de atenuar a expressdo
génica de Atrogina-1 e MuRF-1 no masculo plantar. Entretanto, Léger et al. (2006)
utilizaram 8 semanas de treino resistido e encontraram diminuicdo da producdo proteica
de FOXO1 e aumento significativo da producdo proteica de Atrogina-1 e da expressdo
génica de MuRF-1, interessantemente mesmo com o0 aumento das proteinas ligases do
sistema SUP, identificaram aumento da secg¢do transversa do quadriceps.

Utilizando exercicio aerdbio por 6 semanas, Nassan et al. (2012) néo
encontraram alteracdo na expressdo génica de Atrogina-1. Diferente deste estudo, no
presente trabalho, o treinamento intervalado, independente do tratamento com a
dexametasona, ndo foi capaz de alterar a producéo de Atrogina-1 e MuRF-1, entretanto,
diminuiu a producdo proteica de FOXO3a no grupo TC (-27%), e TD (-32%) no
musculo TA. Importante destacar que o treinamento intervalado, associado com o
tratamento com a dexametasona no musculo TA, foi efetivo em reduzir a producédo
proteica de MuRF-1 no musculo TA e FHL no grupo TD comparado com seu grupo
sedentario (SD).

Apos a elaboracdo deste projeto, novos estudos foram publicados acerca da
interleucina IL-6 e TNF-o em resposta ao exercicio fisico (ABEDELMALEK et
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al.,2013; PEREIRA et al., 2013; ZWETSLOOT et al.,2014). Atualmente, existem varias
discussdes sobre o real papel do IL-6 na musculatura esquelética apds o exercicio, no
entanto, seus efeitos ainda apresentam uma dualidade: hora é visto como uma das
sinalizagbes associada com a estimulacdo do crescimento muscular por regular as
células satelites, hora é visto como um precursor para a promocao da atrofia e perda de
peso muscular, embora ainda ndo compreendido claramente qual mecanismo prevalece
(CANOVES et al.,2013).

Ainda sdo poucos os estudos sobre a influéncia das interleucinas pro-
inflamatorias na atrofia muscular em animais submetidos ao exercicio. Zanchi et al.
(2010) encontraram aumento do peso muscular e da area transversa no masculo plantar
e s6leo sem alteragdes na proteina quinase, além de observarem diminuicdo significativa
dos niveis de TNF-a apos um protocolo de treinamento de alta porcentagem da
capacidade maxima da forca voluntaria em ratos. Abedelmalek et al. (2013) observaram
que em individuos que realizaram treinamento intervalado agudo (4x250m), tiveram 0s
niveis plasmaticos de TNF-o e IL-6 elevados durante até 60 minutos pos-exercicio. Ja
Pereira el al. (2013) observaram que ap6s 60 minutos de uma sessdo de exercicio
resistido, a maioria das mulheres apresentavam aumento dos niveis circulantes de IL-6,
dado né&o encontrado para TNF-oa.

Mais recentemente, Zwetsloot el al. (2014), utilizando treinamento intervalado
de alta intensidade, observaram que apds uma e seis semanas de treino, os valores de
TNF-a imediatamente apos a Ultima sessdo em cada periodo estavam significativamente
maiores no plasma comparado com o pré-treino, ao passo que, a IL-6 se manteve alta
até 45 minutos apds a Ultima sessdo. Por outro lado, Wang et al. (2013), também
utilizando cicloergbmetro, ndo encontrou aumento plasmatico de IL-6 ap6s 12 semanas
de treinamento intervalado, dados que concordam com os achados de Steensberg et al.
(2002), para a proteinaTNF-a, que utilizando exercicio resistido agudo ndo encontraram
aumento génico significativo de apos 30, 90 e 180 minutos pos exercicio no masculo
vasto lateral. Pode-se observar que a maioria dos trabalhos citados avalia contetudos
plasmaticos desta citocina e quase que sempre em momentos imediatamente apos o
exercicio, ou seja, verificam o efeito agudo.

Assim, este presente trabalho foi o primeiro a observar os efeitos cronicos do
exercicio intervalado nos niveis de TNF-a e de IL-6 na musculatura de animais tratados

ou ndo com dexametasona e, como observado nos resultados, o treinamento intervalado
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ndo promoveu alteracdo de IL-6 em nenhum dos musculos analisados (TA, FHL e
SOL).

6-Conclussao

Os dados do presente trabalho demonstram que o treinamento intervalado na
esteira foi efetivo para atenuar a atrofia muscular no TA induzida pela dexametasona e
esta resposta envolveu uma atenuagdo nos niveis musculares de MuRF-1 e FOXO3a. As
alteracdes observadas de TNF-a e IL-6 na musculatura esquelética parecem nédo estar

envolvidas neste modelo de atrofia muscular.
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