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RESUMO

O uso de esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) ¢ disseminado entre atletas
e ndo atletas que desejam melhorar o desempenho ou a aparéncia fisica. Os EAA agem sobre
as células satélites no musculo esquelético, que sdo as principais precursoras do musculo
esquelético, sendo essenciais tanto para crescimento quanto para reparo muscular. Quando sao
ativadas, na presenca de diversos fatores, incluindo o fator D de diferenciagdo miogénica
(MyoD), elas podem se proliferar e diferenciar-se em novas miofibrilas ou mionucleos,
resultando em maior sintese proteica. Por outro lado, a miostatina ¢ capaz de inibir essa
progressdo do ciclo celular. Uma maior expressdo de ubiquitinas de ligagdo, Atrogina-1 e
muscle ring finger protein 1(MuRF-1), resulta em aumentada degrada¢ao muscular. Entender
os mecanismos de acdo dos EAA no musculo esquelético ¢ essencial para uma melhor
compreensdo da fisiologia muscular sob a a¢do dos EAA. O objetivo desse estudo foi
investigar os efeitos do treinamento pliométrico aquatico com sobrecarga associado a doses
suprafisioldgicas de EAA sobre a expressao de moduladores de vias de hipertrofia e atrofia do
musculo esquelético. Ratos Wistar foram agrupados em nao treinados (S), treinados (T), S
tratados com EAA (E), e T tratados com EAA (TE). Os grupos que treinaram realizaram
saltos na agua: quatro séries de 10 saltos com 30 segundos de intervalo entre as séries, 5 vezes
por semana durante 7 semanas, com uma sobrecarga progressiva de 50 a 80% do peso
corporal. Decanoato de nandrolona (5 mg/kg) foi injetado subcutaneamente duas vezes por
semana. Imediatamente apds a ultima sessdo os animais foram mortos. A expressdo génica de
miostatina, MyoD, Atrogina-1 ¢ MuRF-1 do musculo gastrocnémio foi determinada por
transcriptase reversa-reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo real. O
treinamento ndo alterou a expressdo de nenhum dos genes estudados, enquanto sua associacao
com o EAA aumentou a expressdo génica de atrogina-1 e reduziu de miostatina. A expressao
de MyoD e MuRF-1 ndo foi alterada pelo EAA. Os resultados mostraram que tanto a
miostatina quando a atrogina-1, importantes genes relacionados tanto a progressao do ciclo

celular quanto a degradacao de proteinas no musculo esquelético, sdo sensiveis ao EAA.

Palavras chave: Treinamento pliométrico Aquatico; Esterdide Anabolico

Androgénico, Miostatina; MyoD; Atrogina-1; MuRF-1.



ABSTRATC

Androgenic-anabolic steroids (AAS) are spread among athletes and no athletes
in order to improve performance or physical appearance. AAS targets the satellite cells in
skeletal muscles, which are the major precursors of the skeletal muscle, and are essential for
muscle growth and repair. When activated, in the presence of several factors, including
myogenic differentiation factor D (MyoD), they proliferate and differentiate into new
myofibers or myonuclei, resulting in increased protein synthesis. On the other hand, myostatin
is able to inhibit cell cycle progression. Up-regulation of the expression of ubiquitin ligases,
Atrogin-1 and muscle ring finger protein 1 (MuRF-1), results in increased muscle
degradation. The understanding of AAS mechanism of action in skeletal muscle is critical for
a better comprehension of muscular physiology under AAS use and abuse. The aim of this
study was to investigate the effects of resistance training associated to AAS
supraphysiological dose on the expression of modulators of skeletal muscle pathways of
atrophy and hypertrophy. Wistar rats were grouped into: sedentary (S); trained (T); S with
AAS (A); and T with AAS (TA). Exercised groups performed jumps in water: 4 sets of 10
jumps each and 30-second of rest interval between series, for 7 weeks with a progressive
overload of 50 to 80% of body weight. Nandrolone decanoate (5 mg/kg) was injected sc twice
a week. After last exercise session animals were killed. Myostatin, MyoD, Atrogin-1 and
Murf mRNA expression were determined in the gastrocnemius muscle extracts by real-time
reverse transcriptase-polimerase chain reaction (RT-PCR). The exercise did not change
RNAm expression of any studied genes while AAS or its association with training increased
atrogina-1 and reduced myostatin RNAm. The expression of MyoD and MuRF-1 was not
altered by AAS. These results showed that both myostatin and atrogin-1, important genes of
skeletal muscle related to cell cycle progression and protein degradation, are sensitive to

supraphysiological doses of AAS.

Key words: aquatic plyometric training; Androgenic-anabolic Steroids;
Myostatin; MyoD; Atrogin-1; MuRF-1
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1. INTRODUCAO

A atividade fisica vem ganhando cada dia mais espago na vida das pessoas que
buscam melhora na qualidade de vida (BROOKS, 2003). Porém, também existem pessoas que
procuram a atividade fisica para melhorar a estética corporal ou a performance esportiva e
desejando atingir o mais rapido possivel seus objetivos acabam associando a atividade fisica a
doses suprafisiologicas de esterdides anabdlicos androgénicos (EAA). O uso dessas
substancias aumenta a cada dia e o beneficio médico de pequenas doses perdeu espago para as
doses excessivas cada vez mais auto-administradas e prescritas para atletas de elite,
levantadores de peso ou pessoas que simplesmente buscam uma melhor aparéncia fisica
(CLARK;HENDERSON, 2003).

Apesar dos EAA serem benéficos em determinadas condi¢des patologicas, por
exemplo, reduzindo os danos musculares pos-cirargico (TAMAKI et al., 2009) ou a atrofia
provocada por desenervacao (ZHAO et al., 2008), estudos em ratos saudaveis mostrou que o
uso de EAA ndo promove hipertrofia (CUNHA et al., 2006; TAMAKI et al., 2009). Além
disso, os EAA promovem uma série de efeitos deletérios, como depressao, agressividade
(TALIH; FATTAL;MALONE, 2007) derrame cerebral (SAHRAIAN et al., 2004), supressao
dos esteroides gonadais (KICMAN, 2008), entre outros.

Apesar dos efeitos deletérios, o uso dos EAA ¢ amplo entre pessoas que
acreditam que eles promovam aumento da massa muscular e da performance, sustentem
periodos de treino intensivo, diminua a massa gorda e melhore a aparéncia (ESTRADA;
VARSHNEY;EHRLICH, 2006; KICMAN, 2008), mas sua eficacia, em relagdo a melhoria da
funcao fisica e qualidade de vida, ainda precisa de ser demonstrada (KICMAN, 2008).

Alguns mecanismos moleculares envolvidos na acdo dos EAA permanecem
pouco compreendidos (KICMAN, 2008). Acredita-se que os EAA tenham agao direta sobre
células satélites, porque elas expressam receptores de androgenos (CHEN;
ZAJAC;MACLEAN, 2005; KADI, 2008). A administragdo de EAA pode aumentar o nimero
de células satélites, tanto em ratos quanto em humanos (MCCLUNG et al., 2005)

Células satélites sdo células quiescentes que, quando ativadas, podem se
proliferar e se diferenciar em novos mionucleos ou novos miotubos que irdo se unir as
miofibrilas ja existentes (KADI, 2008). O fator D de diferenciagdo miogénica (MyoD) é um

dos fatores regulatérios miogénicos (FRM) primarios necessarios para ativar células satélites,



além de permitir que elas se proliferem e se diferenciem (CHEN; ZAJAC;MACLEAN, 2005).
O MyoD também regula positivamente a transcricdo génica da miostatina, um membro da
superfamilia dos fatores de crescimento transformante (TGF-f), durante a maturacao do
midcito (BRADLEY; YAWORSKY;WALSH, 2008).

A miostatina ¢ considerada a unica proteina ja descoberta capaz de regular
negativamente o crescimento do musculo esquelético (LEE, 2004; JOULIA-
EKAZA;CABELLO, 2006; HULMI et al., 2007). Ela inibe a progressao do ciclo celular
suspendendo tanto a proliferagdo (THOMAS et al., 2000) quanto a diferenciacdo (LANGLEY
et al., 2002) de mioblastos. Descoberta em 1997 (MCPHERRON;LEE, 1997), sua expressao
vem sendo estudada em diversas doencas (TSUCHIDA, 2004). A redugdo nos niveis de
miostatina promove hipertrofia, enquanto sua supressdo resulta em hiperplasia muscular
(HULMI et al., 2007; LOUIS et al., 2007; DELDICQUE et al., 2008).

Ao mesmo tempo em que reduz a expressdo de genes relacionados ao
crescimento muscular (miogénese), a miostatina medeia a degradagdo muscular por aumentar
a expressao de genes envolvidos na via proteolitica ubiquitina-proteassomo (MCFARLANE;
SHARMA;KAMBADUR, 2008). Esta via constitui o sistema de degrada¢do de proteinas
mais importante envolvido no processo de atrofia muscular (NADER, 2005). Uma funcao
fundamental dessa via é manter o controle de qualidade celular através da remogdo de
proteinas danificadas e patoldgicas (REINSTEIN;CIECHANOVER, 2006).

Recentemente duas novas enzimas da via ubiquitina-proteassomo que
selecionam proteinas para serem degradadas foram identificadas: a Atrogina-1 (também
conhecida como MAFbx) e o Muscle RING Finger Protein 1 (MURF-1). A expressao dessas
enzimas E3 de ligagdo a ubiquitina ocorre somente no musculo esquelético € aumentam em
multiplas  situagdes de atrofia (BODINE ET AL., 2001; NADER, 2005;
STEWART;RITTWEGER, 2006).

Em homens com doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), portanto ja em
acentuado processo de degradagdo do musculo esquelético, a expressdo de Atrogina-1
aumentou somente no grupo que associou treinamento resistido e tratamento com EAA
(LEWIS et al., 2007). Além disso, in vitro, doses suprafisiologicas de EAA induziram
apoptose em células neuronais (ESTRADA; VARSHNEY;EHRLICH, 2006).

A contragdo do musculo esquelético € capaz de alterar os reguladores atroficos
do musculo esquelético, incluindo as vias que regulam as ubiquitinas de ligagdo, além de

alterar também a ativacao de células satélites. Contudo, a interacdo entre modo de contragao,



duragdo e intensidade do exercicio podem modificar as respostas especificas do musculo
esquelético (COFFEY;HAWLEY, 2007).

Ao longo dos anos, muitas evidéncias sugeriram que algumas formas de
atividade fisica, como os exercicios de resisténcia, podem produzir um grande aumento na
massa muscular esquelética. Em contraste, em muitos estados de doenga ou condigdes
ambientais desfavordveis, a massa muscular esquelética pode sofrer uma grande redugdo, uma
condi¢do que pode trazer consequéncias desastrosas a satide. Claramente, essas duas situagdes
contrastantes representam o final de um mecanismo continuo envolvido no balango das forcas
que regulam a massa muscular esquelética. Entender esses mecanismos pode levar a uma
melhor intervengao no processo de ganho ou perda de massa muscular (NADER, 2005).

Com a finalidade de alterar esse balanco de for¢as na dire¢do do aumento da
massa muscular esquelética, muitos atletas, fisiculturistas e pessoas que desejam melhorar a
aparéncia abusam dos EAA. Porém, os mecanismos de acdo dos EAA ndo sdo bem
conhecidos.

Pelo nosso conhecimento ainda ndo existe estudo publicado que tenha
investigado, em animais saudaveis, o comportamento de vias relacionadas a sintese e
degradagdo do musculo esquelético em resposta ao treinamento resistido associado a doses
suprafisioldgicas de EAA.

Para melhor entender o comportamento de vias atréficas e hipertroficas em
respostas a doses suprafisiologicas de EAA associadas ou ndo ao treinamento fisico de alta
intensidade, praticado cinco vezes por semana durante sete semanas e associado a,
quantificamos a expressao génica da miostatina, MyoD, atrogina-1 ¢ MURF-1. Nossa
hipotese foi de que o treinamento resistido de alta intensidade associado a doses
suprafisiolégicas de EAA aumentaria a expressdo de genes associados ao crescimento
muscular, reduziriam a expressdo de genes relacionados a atrofia muscular, ou ambos os

Processos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Esteroides Anabolicos Androgénicos (EAA)

2.1.1. Histéria no mundo do esporte

A testosterona foi isolada pela primeira vez em 1935. E amplamente aceito que
o primeiro uso de EAA no esporte foi por um halterofilista russo, que usou testosterona em
1950. A experimentacdo subseqiiente novamente por halterofilistas, nos Estados Unidos,
conduziu a difusdo do uso da testosterona e EAA sintéticos por atletas em muitos esportes
(MOTTRAM;GEORGE, 2000).

Até 1970 nao existia nenhum método efetivo disponivel para a deteccdo de
EAA. O desenvolvimento de um método habilitou o Comité Olimpico Internacional (COI),
em 1975, a adicionar os EAA a sua lista de substancias banidas. Os primeiros testes
ocorreram nos Jogos Olimpicos de Montreal, em 1976. Procedimentos anteriores a esta data
ndo conseguiam distinguir entre EAA sintéticos e esterdides enddgenos, como a testosterona.
Este problema foi parcialmente superado nos Jogos Olimpicos de 1984, quando todas as
amostras foram examinadas por cromatografia gasosa e espectrofotometria de massa e os
niveis de testosterona/epitestosterona (T/E) foram introduzidos como um indicador do uso
abusivo de testosterona (MOTTRAM;GEORGE, 2000). A administracdo de testosterona
sintética aumenta a razdo T/E na urina. Razdes maiores que 6 eram consideradas provas do
abuso de testosterona por atletas (AGUILERA et al., 2001).

Porém, até¢ 1989 atletas alemaes, homens e mulheres, frequentemente recebiam
testosterona ¢ EAA sem o seu conhecimento. O fim dessa pratica ilegal ndo demarcou o fim
do uso de EAA por atletas, mas ao contrario, seu uso parece estar mais difundido do que
nunca (VOGEL, 2004). Atualmente, estas drogas sao usadas para aumentar a massa muscular
esquelética, diminuir a massa gorda, melhorar a performance, sustentar periodos intensivos de

treino e melhorar a aparéncia (KADI, 2008). Acredita-se que eles interfiram nesses



parametros através do aumento da agressividade, da hostilidade (TALIH;

FATTAL;MALONE, 2007) e da ansiedade (ROCHA et al., 2007).

2.1.2. O que séo

Esteréides Anabolicos Androgénicos (EAA) sdo derivados sintéticos da
testosterona (MOTTRAM;GEORGE, 2000; CLARK;HENDERSON, 2003). A testosterona ¢
um hormonio esterdide sintetizado a partir do colesterol nas células de Leydig dos testiculos
de homens e ovarios de mulheres. Circula pelo sangue ligada a albumina e globulina, mas
aproximadamente 4% da quantidade total da testosterona circula livremente, sem se ligar a
nenhuma proteina do plasma. E o esterdide circulante mais importante no homem e tem
efeitos androgénicos. No musculo promove crescimento. Da testosterona livre que age sobre
alguns tecidos, a maior quantidade ¢ convertida a dihidrotestosterona (DHT), um andrégeno
mais potente, mas um pouco ¢ convertida em oestrogénios (estriol, estrona e estradiol) (Fig. 1)
(HARRIDGE, 2006).

Os EAA foram produzidos para promover o maximo de efeitos na sintese de
proteinas e crescimento muscular com o minimo de efeitos androgénicos ou masculinizantes.
Atualmente, aproximadamente 60 diferentes EAA estdo disponiveis comercialmente. Eles
variam em sua estrutura quimica e desse modo em seu destino metabdlico e efeitos
fisiolégicos. Todos os EAA aparentemente possuem alguma atividade androgénica
(MOTTRAM;GEORGE, 2000; CLARK;HENDERSON, 2003).

Originalmente os EAA foram desenvolvidos para o tratamento da disfuncdo
hipogonadal em homens, iniciacdo atrasada da puberdade e promoc¢do de crescimento,
remocao cirurgica dos testiculos ou tumor no testiculo. Atualmente continuam a serem usados
para esses tratamentos, assim como para terapia em condi¢des cronicas como HIV/AIDS,
cancer, queimaduras severas, anemia, hepatite, comprometimento renal, cancer de mama e

angiodema hereditario (MOTTRAM;GEORGE, 2000; CLARK;HENDERSON, 2003).
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Figura 1. Estrutura quimica ¢ mecanismo de ac¢do da testosterona. A testosterona pode se ligar diretamente ao
receptor androgeno (RA). Em tecidos alvos, onde enzimas intracelulares estdo envolvidas, a acdo da testosterona
¢ mediada pelo metabolismo. A testosterona ¢ irreversivelmente convertida pela enzima Sa-redutase a So-
dihidrotestosterona (DHT), que se liga com grande afinidade ao RA, ou por aromatase a oestradiol, o qual se liga
ao receptor oestradiol (RE). Além disso, a testosterona ¢ o DHT também podem ser convertidos a androgenos
mais fracos (ndo mostrado). Este processo também ¢ dependente do tecido possuir atividade da enzima
necessaria, por exemplo, 3o-hidroxiesterdide dehidrogenase, 17b hidroxiesterdéide dehidrogenase (adaptado de
KICMAN, 2008).

2.1.3. Funcao

A testosterona ¢ essencial para estabelecer e manter os 6rgaos reprodutivos nos
homens. Além disso, possui acdo anabodlica em outros 6rgaos, incluindo musculo esquelético
e 0sso (CHEN; ZAJAC;MACLEAN, 2005).

Quando usada oralmente, ¢ absorvida pelo intestino delgado e passa via veia
porta para o figado onde ¢ rapidamente metabolizada, principalmente para combinagdes
inativas. A testosterona injetada também passa rapidamente para o sangue e depois para o
figado onde ¢ inativada. Esta via aumenta muito a incidéncia de tumores do figado.
(MOTTRAM;GEORGE, 2000).

A testosterona se liga aos receptores de androgenos para formar complexos que
se associam a elementos promotores ou reforgadores (enhancers) de genes alvos, para regular
sua transcri¢ao (CHEN; ZAJAC;MACLEAN, 2005).

Os EAA agem numa ampla variedade de tecidos do corpo. Acredita-se que sua

acdo fisiologica fundamental ocorra através da ligagdo do horménio com uma proteina



intracelular no tecido alvo. O complexo hormonio-receptor entdo se transloca para os sitios de
ligacdo na cromatina, promovendo a transcricdo gé€nica e subseqiiente sintese de RNA. Os
efeitos dos esterdides variam em tecidos diferentes de acordo com os tipos de enzimas e os
receptores presente. Contudo, os mecanismos biologicos especificos responsaveis pelas
mudang¢as na forca e composicdo corporal estdo longe de se tornarem claros
(BAHRKE;YESALIS, 2004).

A testosterona pura ¢ relativamente ineficaz quando tomada oralmente ou em
solugdo aquosa, por ser muito suscetivel a quebra relativamente rapida pelo figado antes de
agir no tecido alvo — no caso de atletas, no misculo (BAHRKE;YESALIS, 2004).

A testosterona ¢ a base da familia dos esterdides anabodlicos das substancias
ilegais consumidas por alguns atletas. Ela pode ser modificada de varias formas para reduzir
seus efeitos androgénicos indesejaveis, assim como para tornd-la injetavel ou oral
(HARRIDGE, 2006). A busca por derivados mais ativos da testosterona nos ltimos 50 anos
rendeu os trés maiores tipos de modificacdes da testosterona, cada uma dando origem a uma
classe de esterdides. Os EAA, assim como os androgenos enddgenos, sdo estruturas de quatro
anéis com 19 atomos de carbono. Modificagdes da androstane backbone tém sido
introduzidas para prolongar a meia-vida metabolica e assim a eficacia dos EAA sintéticos. As
trés classes principais que foram descritas sao:

e Tipo A: a primeira, usada principalmente como combinagdes injetaveis, ¢ derivada
da esterificacdo do grupo 17B-hidroxyl da testosterona, o propionato de
testosterona e cipionato de testosterona. A esterificacdo retarda a degradacdo e
prolonga a meia vida depois da inje¢do do hormoénio, por ser liberada mais
lentamente na circulacao;

e Tipo B: a segunda classe ¢ também uma combinag¢do de ésteres androgenos
injetaveis chamados de derivados da 19-nor-testosterona. Estas combinagdes tém,
em conjunto com a adi¢ao de uma longa cadeia carbdnica, a substituicao de um
hidrogénio pelo grupo metil no C19, o que promove a extensao da meia-vida. Os
EAA aromatizados das classes I e II podem ter um adicional e significante efeito
no sistema nervoso central ndo apenas no receptor androgénico, mas também ter as
mesmas agdes dos metabolitos estrogenos nos receptores de estrogenos no cérebro;

e Tipo C: a terceira classe dos EAA compreende as combinagdes que sao alquiladas
no C17. Devido a essa alquilagdo, o metabolismo pelo figado fica retardado, além
de ser ativo por ingestdio oral (MOTTRAM;GEORGE, 2000;
CLARK;HENDERSON, 2003).



A nandrolona ¢ um caso especial. Desenvolvida em 1970, ¢ administrada como
decanoato de nandrolona (decadurabolin). Distinta da testosterona por ndo possuir nenhum
grupo metil (CH3) na posicdo 19, também foi combinada com o 4cido decandico, um éster
que o torna aceitavel para inje¢do como um deposito de droga. As modificagdes estruturais da
testosterona também renderam a nandrolona um esteroide anabdlico com grande redugdo dos
efeitos androgénicos, além de um potencial de conversdo para o estradiol reduzido

(MOTTRAM;GEORGE, 2000).

2.1.4. Acéo no musculo esquelético

Os EAA aumentam o numero de receptores de andrégenos (RA). RA, assim
como os receptores de glicocorticoides (GCs), sdo membros de uma superfamilia de
receptores nucleares (CHEN; ZAJAC;MACLEAN, 2005). Existe uma atraente hipotese de
que os EAA exercem um efeito anticatabdlico por interferir na expressao do receptor de GCs
(KICMAN, 2008). Alguns estudos hipotetizaram que os EAA interferem na agdo dos GCs em
nivel génico, interferindo com elementos de resposta do hormdnio (BASARIA;
WAHLSTROM;DOBS, 2001).

Outra hipdtese € que quando os EAA s3o usados de forma abusiva por atletas,
as drogas vao produzir seus efeitos por outro mecanismo receptor, inafetado pelas
concentragdes normais de testosterona e 5-a-DHT do plasma. Os GCs, como o cortisol e a
corticosterona, sdo hormdnios que influenciam a sintese de glicose e o catabolismo de
proteinas. Quando o receptor de GCs ¢ estimulado, a quebra de proteina no musculo é
aumentada. De acordo com essa teoria, as altas doses de EAA usadas por muitos atletas
deslocam os GCs de seus receptores, o que inibe o catabolismo de proteina no musculo,
conduzindo todos os efeitos anabodlicos e de constru¢do muscular (MOTTRAM;GEORGE,
2000).

Muitos estudos tém mostrado que a administracdo de androgenos para jovens
hipogonadais e homens idosos resulta em aumento da massa magra (BASARIA;
WAHLSTROM;DOBS, 2001). Os efeitos anabodlicos da testosterona ¢ dos EAA sdo
conhecidos por promoverem a sintese de proteinas, crescimento muscular e eritopoiese.
Contudo os EAA promovem também efeitos androgénicos, uma vez que a testosterona ¢

responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais masculinas e 6sseas em jovens



(MOTTRAM;GEORGE, 2000). Seu uso prolongado acentua o grau de hipertrofia, mas
somente em fisiculturistas muito bem treinados (KADI, 2008).

Individuos com experiéncia em treinamento de peso e que continuam treinando
durante a administracio de EAA, geralmente sofrem um aumento maior na for¢a que o
observado em individuos controle que apenas treinam. Porém, na maior parte dos estudos, a
maioria dos participantes que tomaram EAA e que ndo tinham experiéncia ou nao foram pré-
treinados com pesos ndo ganharam mais forca que individuos do grupo controle.
Adicionalmente, o efeito da administracdo de doses excepcionalmente altas ou prolongadas
(meses ¢ anos) de EAA, em relacdo as capacidades fisicas ou fisiologicas, ainda ndo foi
investigado (BAHRKE;YESALIS, 2004).

A testosterona também pode reduzir a massa gorda, pois ¢ um potente
regulador da lipdlise por influenciar a transducdo de sinais das catecolaminas nas células
adiposas (KADI, 2008).

Apesar dos estudos quanto aos efeitos dos EAA sobre massa e forca
musculares serem contraditérios, a posicdo do Colégio Americano de Medicina Esportiva
(ACSM) ¢ de que os EAA, na presenca de um programa de treinamento de hipertrofia e de
uma dieta adequada, podem contribuir para aumento do peso corporal, frequentemente no
compartimento magro, mas deploram seu uso por atletas devido a grande incidéncia de efeitos
colaterais (American College of Sports Medicine position stand on the use of anabolic-

androgenic steroids in sports, 1987).

2.1.5. Interacdo no esporte: efeitos deletério-adversos

Drogar-se com EAA continua sendo o inimigo mais comum encontrado no
esporte (KICMAN, 2008). Os EAA, de maneira semelhante a testosterona enddgena, induzem
comportamento agressivo. O tonus serotonérgico diminuido ¢ o pivd para a habilidade dos
EAA em aumentar a agressao. Estudos sugerem que a exposicao cronica a altas doses de EAA
altera a expressdo de dopamina e receptores da dopamina em regides do cérebro importantes
para a recompensa mediada, aumentando assim o abuso com outras drogas como a cocaina e
anfetaminas. Os EAA também promovem mudancas significativas na ansiedade

(CLARK;HENDERSON, 2003; ROCHA et al., 2007).
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Os EAA estao associados a efeitos colaterais severos (BAHRKE;YESALIS,

2004). Os mais freqiientes encontrados em atletas e “cultivadores” do corpo estao descritos na

tabela 1

Tabela 1. Principais efeitos adversos dos EAA (KICMAN, 2008)

Alvo Efeitos adversos
Osso Fechamento prematuro da epifise na crianga
. Atrofia em mulher

Seios . . .
Ginecomastia e mamilo aumentado em homens
Risco aumentado de eventos tromboticos, como infarto do miocardio

Cardiovascular Danos cardiacos (hipertrofia do ventriculo esquerdo, fibrose e falha cardiaca)
Morte cardiaca subita
Libido aumentada em homens e mulheres, o que pode dificultar o controle
Agressao e hostilidade aumentadas

Comportamento Impulsos destrutivos
Impulsos autodestrutivos
Depressao

Cabelos Calvicie
Fung@o prejudicada

, Obstrugdo do canal da bile causando ictericia
Figado

Sistema reprodutor

Pele
Cordas vocais

Outros

Obstrucao do fluxo sanguineo
Maiores chances de tumores

Supressdo dos esterdides gonadais

Amenorréia

Hipertrofia do clitoris

Atrofia Testicular

Crescimento interno da prostata desproporcional

Acne

Alongamento na mulher

Sérias infec¢des associadas a drogas injetadas
Toxidade de produtos sem licenga

2.2. Sistema Musculo-Esquelético

2.2.1. Estrutura
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Um pouco menos que metade da massa do corpo humano de adultos (40-50%)
¢ composta de musculo esquelético (BROOKS, 2003; CARMELI et al., 2004). Cada um dos
mais de 600 musculos esqueléticos do corpo humano sdo compostos de centenas de milhares

de células individuais, alongadas e multinucleadas, chamadas fibras (Fig. 2).

Endomisio Fasciculo (envolto

Tenddo imisi
Epimisio (entre asfibras) pelo perimisio)

Figura 2. Corte transversal de um musculo esquelético e suas subunidades (Adaptado de MARIEB;HOEHN,
2007).

Dentro de uma tnica fibra, as proteinas contrateis de actina (filamentos finos),
miosina (filamentos grossos) e titina sdo arranjadas em bandas, repetidas longitudinalmente,
formando os sarcomeros (Fig. 3). Por sua vez, os sarcomeros em série formam as miofibrilas,
e em cada fibra, existem muitas miofibrilas em paralelo (BROOKS, 2003).

A titina ¢ uma proteina sarcomérica gigante, que contribui para as propriedades
elasticas da miofibrila. O encurtamento ou o alongamento da fibra muscular cria uma forga
sobre a titina, a qual ¢ direcionada para reestabelecer o comprimento do repouso
(TOIGO;BOUTELLIER, 2006). A titina ajuda a manter a integridade dos sarcomeros
(FAVIER; BENOIT;FREYSSENET, 2008).

As miofibrilas, elemento contratil do musculo esquelético, sdo envolvidas por
uma membrana, o sarcolema que ¢ impermedvel a fluidos extracelulares em condig¢des
normais. Possui um importante papel na manutencdo da homeostase eletrolitica das
miofibrilas (CARMELI et al., 2004).

O sarcolema ¢ constituido por material polissacarideo que contém inumeras e
finas fibrilas coldgenas. Em cada extremidade da fibra muscular o sarcolema se funde com
uma fibra tendinosa e estas se juntam em feixes para formar os tenddes dos musculos, que se
inserem nos 0ssos. O sarcoplasma ¢ a matriz intracelular da fibra muscular e ¢ composto pelos
constituintes intracelulares habituais, além do reticulo sarcoplasmatico, extremamente

importante na contracdo muscular (GAYTON;HALL, 2002).
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Figura 3. Organizacdo do musculo esquelético (Adaptado de MARIEB;HOEHN, 2007).

Pesquisas enfatizam a presenca de heterogeneidade metabdlica entre os
diferentes musculos e dentro de cada musculo esquelético (ARMSTRONG;LAUGHLIN,
1985). Os musculos esqueléticos possuem um amplo espectro de propriedades morfologicas,
contratil e metabolica, devido a existéncia de diferentes tipos de fibras, como por exemplo,
fibras tipo I e tipo II ou fibras rapidas e fibras lentas (LIEBER, 1992).

Dentre os importantes fatores determinantes das caracteristicas musculares se
encontram: o tipo de inervacdo, atuagdo de hormonios, atividade contratil e condi¢do de

alongamento (GUNNING;HARDEMAN, 1991; STARON et al., 1993; GOLDSPINK, 1998).

2.2.2. Funcgao

A fungdo do musculo esquelético estriado ¢ produzir movimento
(GAYTON;HALL, 2002). Os musculos convertem energia quimica obtida da hidrolise do
ATP em calor e se encurtam, em trabalho mecanico (BARCLAY;WEBER, 2004). As
contragdes do musculo esquelético geram estabilidade e forca para todos os movimentos do

corpo. Consequentemente, qualquer prejuizo na fun¢do do musculo esquelético resulta em



13

pelo menos algum grau de instabilidade ou imobilidade Sua func¢dao pode ser prejudicada
como resultado de lesdo, doenca, ou envelhecimento. A fungao muscular prejudicada provoca
impacto na qualidade de vida (BROOKS, 2003).

Os musculos podem se adaptar para se ajustarem as alteradas demandas
funcionais (TOIGO;BOUTELLIER, 2006). Parece existir uma relagdo linear entre atividade
fisica e o estado de saude, de modo que um aumento adicional na atividade fisica e aptidao
resultam em melhorias adicionais no estado de saude. Existe uma relacao teodrica entre a idade
da pessoa e sua saude musculo-esquelético. Até aproximadamente 25 anos de idade essa
relacdo € positiva. A partir dai comeca a ocorrer um declinio fisiolégico na aptiddo do
musculo esquelético que pode levar a pessoa até a uma dependéncia funcional nas atividades
diarias. A atividade fisica pode atenuar esse declinio, aumentando a aptiddo do musculo
esquelético, o que estd positivamente associado com a independéncia funcional, mobilidade,
homeostase da glicose, saude dssea, bem-estar psicologico, e melhor qualidade de vida, além
de estar negativamente associada a risco de quedas, doencas e morte prematura
(WARBURTON; NICOL;BREDIN, 2006a; b).

A forca de um musculo ¢ determinada principalmente por seu tamanho, com
forca contratil maxima entre 3 ¢ 4 Kg/em® de 4rea muscular em corte transversal
(GAYTON;HALL, 2002). O aumento na massa do musculo esquelético ¢ influenciado por
diversos fatores, incluindo o tipo de treinamento, a sobrecarga e a frequéncia de treino O
ganho ou a reducdo de musculo esquelético é resultado de um aumento na taxa da sintese de
proteina, uma reducdo na taxa de degradacdo, ou ambos os processos (MASCHER et al.,
2008). Porém esses processos bioquimicos ndo ocorrem independentemente um do outro:
parecem ser minuciosamente coordenados por uma complicada rede sinalizadora de
comunicagoes. Tais redes de sinaliza¢do sdo responsaveis por orquestrar estimulos ambientais
e celulares que vao determinar em ultima estancia se as proteinas serdo sintetizadas ou
degradadas (NADER, 2005).

O crescimento e desenvolvimento do musculo esquelético vem ha muito tempo
interessando os cientistas devido a sua habilidade tanto para responder quanto para adaptar-se
a mudancas nos estimulos do meio ambiente, conduzindo a um conjunto de adaptagdes
metabolicas e morfologicas, as quais possibilitam ao musculo encontrar uma melhor condig¢ao
de demanda de energia para sustentar a atividade fisica. Certamente, as adaptagdes estruturais
e funcionais do musculo esquelético ao treinamento fisico envolvem alteragdes na expressao

de diversos genes regulatorios. Em particular, mudancas na expressdo de proteinas
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miofibrilares e metabodlicas tem sido frequentemente demonstradas estarem envolvidas na
plasticidade do musculo esquelético (MATSAKAS;DIEL, 2005).

Sabe-se que a atividade fisica intensa estd associada a lesdes musculares
ultraestruturais que sdo seguidas pelos processos de inflamacdo e de regeneracdo. Durante
carga muscular intensa em humanos, estresses de cisalhamento associados a producdo de
for¢a axial intramuscular influenciam a rede ndo homogénea da matriz extracelular (MEC),
que sinaliza aos fibroblastos para liberagdo de fatores de crescimento que subseqiientemente

iniciardo a ativagao das células satélite inativas. (KJAER, 2004).

2.2.3. Células Satélites

Células satélites sao células quiescentes, localizadas entre a lamina basal e o
sarcoplasma das fibras musculares (Fig. 4). Elas podem ser ativadas por diversos estimulos
mecanicos ou fatores de crescimento, assim como por sinalizagdo hormonal. Quando ativadas,
podem se proliferar e voltar ao estado quiescente para abastecer o reservatorio de células
satélites ou podem se diferenciar para gerar novos mionucleos ou novas miofibrilas (KADI,
2008), sendo essenciais para crescimento ¢ o reparo muscular (MCCLUNG et al., 2005;

TOIGO;BOUTELLIER, 2006).

4 "-. Célulaintersticial

Camada de M-cadherin

Mionicleo

Célula 5atélite

Membrana basal
(laminin positivo)

sarcolema

Fibras musculares (distrofina positivo)

Figura 4. Localizagdo da célula satélite, vista em corte transversal do musculo esquelético (adaptado de
LEGERLOTZ;SMITH, 2008).
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Como algumas células satélites ativadas podem escapar da diferenciacdo e
retornar ao estado quiescente, sua ativacdo leva a geragao de novas células satélites. Em
fisiculturistas que usaram EAA por 9 + 3.3 anos, o nimero de cé€lulas satélites ¢ maior do que
em homens ndo treinados, porém permanece igual a fisiculturistas ndo usuarios de EAA
(KADI, 2008).

O exercicio resistido de alta intensidade é capaz de promover microtraumas aos
componentes estruturais e contrateis do musculo esquelético, o que pode ativar células
satélites. A ativacao e diferenciacdo dessas células satélites em novas células musculares ¢ um
mecanismo adicional que contribui para a hipertrofia compensatoria (TOIGO;BOUTELLIER,
2006; COFFEY;HAWLEY, 2007).

Para possibilitar o crescimento ¢ a manutengdo do tecido muscular, uma
multiplicidade de eventos complexos ¢ necessaria e esse processo de desenvolvimento
muscular ¢ denominado miogénese. Um dos principais passos do desenvolvimento muscular ¢
a diferenciagdo de mioblastos (JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006).

ApoOs serem estimuladas, as células satélites saem da fase Go do ciclo celular e
entram na fase G1. (JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006). Nas células em proliferagdao, G1 ¢
o periodo entre o “nascimento” de uma célula que é seguido pela mitose e a iniciacdo da
sintese de DNA, o que marca o inicio da fase S. O final da fase G2 ¢ marcado pelo inicio da
mitose, onde o fuso mitotico se forma e separa as cromatides irmas, seguida pela divisao do
citoplasma (citocinese) para produzir duas células-filhas. A maioria das células sai do ciclo
em G1 e entram novamente no estado GO (LODISH H et al., 2005)

Estd bem estabelecido que a interrupgdo irreversivel do ciclo celular na fase
G0/G1 ¢é um pré-requisito necessario para a inducdo da diferenciagdo de mioblastos.
Consequentemente, mudancas na expressao dos fatores reguladores do ciclo celular, incluindo
aumento de expressdo da p21, sdo observadas na inducdo de mioblastos. Este aumento de
expressdo ¢ parte da diferenciagdo miogénica e acredita-se que ela seja aumentada pela
MyoD. Mioblastos diferenciados saem irreversivelmente do ciclo celular para unirem-se aos
miotubos multinucleados (JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006).

Estes eventos estdo associados a expressdo ordenada de um conjunto de
proteinas especificas do musculo envolvidas em particular na organizagdo dos aparatos
contrateis do musculo. Estes estagios precoces do desenvolvimento muscular sdo regulados
por fatores de transcrigdo — fator miogénico 5 (Myf5), fator D de diferenciagdo miogénica
(Myod), fator regulatéorio Miogénico 4 (MRF4) e Myogenin - denominados fatores

regulatorios miogénicos (FRM). Myod e Myf5 estdo envolvidos na determinagdo da linhagem
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muscular; enquanto a myogenin possui uma funcdo chave na diferenciagdo terminal de
mioblastos, ¢ o MRF4 pode regular a maturagdo da fibra muscular (JOULIA-
EKAZA;CABELLO, 2006).

2.2.4. MyoD

O MyoD ¢ necessario para ativar as células satélites, permitir que elas se
proliferem e diferenciem (CHEN; ZAJAC;MACLEAN, 2005). A MyoD ¢ expressa em
mionucleos ¢ células satélites ativadas, sendo um 6timo marcador de ativagao dessas células.
E altamente sensivel ao aumento ou reducdo da atividade fisica, estando também envolvida no
processo de plasticidade muscular (LEGERLOTZ;SMITH, 2008).

A influéncia de treinamento resistido sobre a regulacdo da expressao de MyoD
permanece incerta, ja que alguns estudos reportaram aumento de expressdo (KOSEK et al.,
2006; RAUE et al., 2006; OKADA et al., 2008), enquanto em outros nenhuma alteracao foi
observada (KVORNING et al., 2007; LOUIS et al., 2007; DELDICQUE et al., 2008; HULMI
et al., 2008). J4 em resposta a uma Unica sessdo de exercicio resistido, a expressdo de MyoD
aumenta tanto em roedores quanto em humanos (COFFEY;HAWLEY, 2007).

A MyoD também regula positivamente a transcri¢ao génica da miostatina, um
membro da superfamilia TGF-B, durante a maturagdo do midcito (BRADLEY;
YAWORSKY;WALSH, 2008).

2.2.5. Miostatina

Por mais de 200 anos algumas racgas de gados chamados de “musculos duplos”,
como os Belgian Blue, chamaram a atengao de pesquisadores devido a grande massa muscular
esquelética que exibiam. Mas foi somente em 1997 que McPherron; Lee, enquanto
procuravam por possiveis relagdes entre a bem conhecida superfamilia do fator de

crescimento transformante-B (TGF-B) que identificaram um novo membro dessa familia. Este
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novo membro funciona como um regulador negativo da massa do musculo esquelético e foi
intitulado de Fator de Crescimento e Diferenciacao 8 (GDF-8) (MCPHERRON;LEE, 1997).

Este novo gene ¢ homodlogo aos membros de sua familia TGF-B, sendo
altamente conservado entre diferentes espécies (MCPHERRON;LEE, 1997), sugerindo a
conservagao de sua fungao (LEE, 2004).

Atualmente conhecido por miostatina, 0 GDF-8 possui mutagdes no seu gene
responsaveis pelo fendtipo de musculo duplo em gados (LEE, 2004). A inativagdao de seu
gene em ratos resultou no aumento de 2-3 vezes no tamanho muscular, resultante tanto de
hiperplasia quanto de hipertrofia (MCPHERRON;LEE, 1997). Homozigotos mutantes
apresentaram o dobro do peso muscular e heterozigotos tiveram um aumento de 25% quando
comparados ao camundongo ndo mutante. Resultados de diversos estudos sugerem que a
inibi¢do moderada ou baixa da miostatina leva a uma hipertrofia muscular, enquanto sua
supressao total também induz a hiperplasia (JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006), sugerindo
que o efeito da miostatina é dose-dependente (LEE, 2004).

A inibi¢do da miostatina em ratos adultos jovens, através do uso de injegdes de
anticorpo anti-miostatina, por 2-4 semanas, levou ao aumento no tamanho do musculo
esquelético de 13 a 30%, tanto em machos quanto em fémeas. Este tratamento ndo alterou a
histologia, o tamanho dos 6rgdos ¢ nem parametros do soro, sugerindo que a inibi¢do da
miostatina em adultos altera especificamente o tamanho do musculo esquelético, sem efeitos
colaterais (WHITTEMORE et al., 2003).

Os membros dessa extensa superfamilia TGF-3 de citocinas sinalizadoras tém
um papel crucial na homeostasia do tecido através da regulacdo do crescimento celular,
agindo como um potente inibidor da proliferagdo celular, modulacdo das respostas imunes ou

promovendo eritropoiese (MATSAKAS;DIEL, 2005).
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Figura 5. Supostos elementos da via metabolica da miostatina. A miostatina pode ser encontrada no soro ou
localmente num estado inativo quando ligada a FLRG, GASP-1, hSGT, T-cap, folistatina ou ao propeptideo
miostatina. O dimero ativo da miostatina liga-se ao receptor activin tipo II, o qual recruta e ativa o receptor do
tipo I (ALK4 ou ALKS) por transfosforilacdo. Entdo a Smad2 e Smad3 sfo ativadas. Elas formam um agregado
com a Smad4 e sdo translocadas para o nucleo, ativando a transcri¢do do gene alvo (p21). Dois inibidores desta
sinalizac@o foram identificados: Smad 7 e Smadl. Smad7 reprime a sinalizagdo da miostatina porque se liga ao
dominio MH2 dos receptores ativados, previnindo assim o recrutamento e ativacdo das R-Smads (adaptado de
JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006)

Como um membro da superfamilia TGF-f, especulou-se que a miostatina
compartilhe a mesma via metabolica de sinalizagdo que outros membros dessa familia,
incluindo a fosforilagdo da Smad. Estudos estabeleceram que a Smad2 e a Smad3, mas ndo a
Smadl ou a Smad5 estdo envolvidas com a sinalizagdo da miostatina. A co-Smad4 foi
identificada como potencializadora dessa via (Fig. 5), enquanto a Smad7 e a Smadl inibi a
via. Somando-se a isso, a expressdo de Smad7 ¢ induzida pela miostatina, tornando-se um
regulador negativoda via por mecanismo de feedback (JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006).

A miostatina ¢ a Unica proteina ja reconhecida que regula negativamente o
crescimento do musculo esquelético (LEE, 2004). Ela age via Smad 2/3 (JOULIA-
EKAZA;CABELLO, 2006) alterando a expressdo de proteinas do ciclo celular. A miostatina
aumenta a expressao da proteina p21, o que inibe as quinases dependentes de ciclinas. Com as
quinases inibidas, ocorre uma redugdo na fosforilacdo do retinoblastoma. O retinoblastoma

hipofosforilado inibe a proliferacdo de mioblastos e a expressdo de MyoD, inibindo também a
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diferenciagdo terminal dos mioblastos (Fig. 6) (THOMAS et al., 2000; LANGLEY et al.,
2002; JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006; LEGERLOTZ;SMITH, 2008).

Precursores Mioblastos Mioblastos
comprometidos

@ MVGD & prol.feraga%{ij%mferenna;ao l
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Miostatina =—% p21 _I cdkz
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Figura 6. A funcdo proposta da miostatina durante o crescimento e diferenciacdo muscular. Durante a
embriogénese miogénica, Myf5 e MyoD determinam o destino miogénico das células. A proliferagdo de
mioblastos é regulada pela miostatina via regulag@o positiva da p21 e inativacdo da atividade Cdk, resultando em
hipofosforilagdo do retinoblastoma (Rb) e suspensdo do ciclo celular dos mioblastos. A diferenciacdo dos
mioblastos é afetada pela miostatina, que inibi a expressio de MyoD, via Smad 3 (adaptado de
MATSAKAS;DIEL, 2005).

A sequéncia de aminoacidos da miostatina ¢ composta por 376 residuos de
aminoacidos, divididos em sequéncia sinal N-terminal, um sitio de processamento proteolitico
(RSRR), e uma regido C-terminal (Fig. 7) (SHARMA et al., 2001; JOULIA-
EKAZA;CABELLO, 2006). Sintetizada como um precursor, a sua forma madura ¢
constituida pelo fragmento C-terminal de 12KDa. As formas ndo processada e madura da
miostatina formam dimeros que se ligam por pontes de disulfeto, sendo que o dimero da
miostatina madura representa a Unica forma ativa da proteina (JOULIA-EKAZA;CABELLO,
2006).

No tecido adulto, a miostatina é expressa quase que exclusivamente no
musculo esquelético, embora niveis de RNAm da miostatina também tenham sido
encontrados no tecido adiposo (MCPHERRON;LEE, 1997), no plasma e em outros tecidos.
(JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006). Além disso, existe em grande quantidade em um
complexo latente com outras proteinas, incluindo seu propeptideo (MATSAKAS;DIEL,
2005).

Todos os musculos esqueléticos investigados até agora expressam algum
RNAm da miostatina, mas a quantidade varia de mtsculo para musculo (LEE, 2004). Muitos

estudos tém relatado que o mRNA da miostatina ¢ sintetizado preferencialmente em fibras do
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tipo rapidas (JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006), indicando uma fung¢ao especifica do tipo
de fibra (MATSAKAS;DIEL, 2005).
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Figura 7. Estrutura da proteina miostatina e as muta¢des naturais que ocorrem no gene da miostatina em bovinos.
Os tres dominios representados nesse esquema sao o peptideo sinal (SP), a pro-regido, a qual vai ser clivada pela
digestdo proteasica no sitio RSRR durante a maturagdo e o peptideo ativo na parte C-terminal do precursor da
miostatina. As setas indicam a posi¢do das mutagdes inativadoras que sdo responsaveis pelo aumento do
crescimento muscular observado em algumas racas de gados (adaptado de JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006)

Em relacdo ao tecido adiposo, os efeitos da miostatina ainda ndo estdo bem
claros. Estudos realizados indicam que ratos deficientes em miostatina sdo caracterizados por
uma redugdo significante no acumulo de gordura com o aumento de idade, apesar de terem a
ingestdo de comida e temperatura corporal normais, além da pequena reducdo na taxa
metabolica (JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006).

Recentemente foi identificada uma mutacao natural do gene da miostatina em
um jovem garoto. Ele produz proteinas truncadas, causada pela presenca de um codigo de
parada prematuro. O fendtipo ¢ o de um grande aumento na massa muscular esquelética
associada a um decréscimo na acumulacdo de gordura. A inativacdo usando injegdes de
anticorpo ou propeptideo da miostatina ou a inativagdo do gene em camundongos mdx, que se
relacionam as distrofias muscular de Duchenne e Bécker, melhorou a fun¢cdo muscular
(JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006).

Evidéncias recentes sugerem que a miostatina também possa ter uma fun¢do no
treinamento induzindo adaptagdes no musculo esquelético (MATSAKAS;DIEL, 2005). Um
unico treino de exercicio resistido, somente em individuos previamente treinados, é capaz de
reduzir os niveis de RNAm da miostatina (HULMI et al., 2007; LOUIS et al., 2007;
DELDICQUE et al., 2008), enquanto o treinamento resistido de longa dura¢dao aumentou a
expressao basal de miostatina (WILLOUGHBY, 2004; HULMI et al., 2007; KVORNING et
al., 2007).

Algumas situacdes que acarretam a atrofia muscular, como a imobilizacao,

induzem significante aumento na expressao da miostatina, mas essas mudangas retornam aos
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valores basais com 4 dias de exercicios depois do fim da imobilizagdo. A atrofia observada
em pacientes infectados com HIV também esta acompanhada de altos niveis de expressao de
miostatina, o que pode levantar a hipotese da miostatina estar envolvida com a perda de massa
muscular encontrada em doencas ou ao processo de envelhecimento (JOULIA-
EKAZA;CABELLO, 2006).

Analises moleculares revelaram que miostatina em excesso induz a expressao
de atrogina-1, porque reduz a fosforilacdo de Akt (também chamada de PKB; proteina kinase
B), o que provoca aumento na atividade de forkhead transcription factor (FOXO)

(MCFARLANE; SHARMA;KAMBADUR, 2008)

2.2.6. Atrogina-1 e Murf-1

A atrofia muscular, também chamada de perda muscular, ¢ uma consequéncia
da degradacao de muitas proteinas contrateis, com conseqiiente reducao na area total da fibra
muscular (NADER, 2005).

O envolvimento da via metabdlica ubiquitina-proteasomo durante a atrofia do
musculo esquelético foi bem estabelecida (GLASS, 2005). Até agora, quatro diferentes
sistemas envolvidos na degradacdo de proteinas durante a atrofia muscular foram
identificados:

I. o sistema lisossomal;
II. o sistema calpaina;

III. o sistema apoptotico (via caspase);

IV. e o sistema ubiquitina-proteassomo.

Até o momento ndo estd clara a contribuicdo de cada sistema no processo de
atrofia, mas o ultimo sistema parece ser o mais importante na atrofia do musculo esquelético
(NADER, 2005).

A adi¢do de ubiquitina a um substrato da proteina foi reconhecido como um
regulador do processo de atrofia, e a estimulacdo da protedlise observada durante este
processo mostrou ocorrer, pelo menos em parte, devido a ativacdo da via metabodlica

ubiquitina-proteassomo (GLASS, 2005).
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O sistema ubiquitina-proteassomo envolve duas etapas sucessivas (Fig. 8): Na
primeira etapa a proteina alvo ¢ poliubiquitinada e na segunda etapa a proteina alvo, ja
poliubiquitinada, ¢ reconhecida pelo proteassomo 26S, o qual degrada o substrato em

peptideos (VENTADOUR;ATTAIX, 2006).
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Figura 8. Esquema da degradacdo de uma proteina via sistema ubiquitina proteassomo. Representagdo do
sistema detalhando a ativagdo, a conjugacao e a ligagdo de ubiquitinas livres a proteina alvo. A adi¢do de 4 ou
mais ubiquitinas a uma proteina ¢ suficiente para que ela entre no proteassomo 26S e seja por ele degradada.
Subsequentemente as ubiquitinas sao recicladas (adaptado de MURTON; CONSTANTIN;GREENHAFF, 2008)

A poliubiquitinacdo envolve reacdes sequenciais das enzimas El, que ativa a
ubiquitina, E2, que conjuga a ubiquitina, ¢ da enzima E3, que liga a ubiquitina a proteina ser
degradada (VENTADOUR;ATTAIX, 2006).

Essas reacdes de conjugagdo sdo repetidas até que pelo menos quatro
ubiquitinas ~ tenham  se ligado ao  substrato da  proteina (MURTON;
CONSTANTIN;GREENHAFF, 2008). Essa modificagdo do substrato leva a sua rapida
degradagdo por um complexo proteolitico muito grande, o proteassomo 26S, o qual requer
ATP para funcionar. Os peptideos produzidos pelo proteassomo sdo liberados e rapidamente
degradados a aminoacidos pelas peptidases, no citoplasma, ou transportados para o reticulo
endoplasmatico e reutilizados. As ubiquitinas ndo sdo degradadas, sdo liberadas e usadas
novamente (MITCH;GOLDBERG, 1996).

Esse sistema teve seu interesse renovado devido a descoberta de dois genes

(BODINE et al., 2001) que codificam E3 especificas do musculo esquelético. Chamados de
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atrogina-1/MAFbx (Muscle Atrophy F-box) e MuRF1 (Muscle Ring Fingerl), estdo
relacionados a atrofia muscular (NADER, 2005).

Tanto atrogina-1 quanto MuRF-1 sdo ativadas com a redugdo da atividade do
musculo, como por suspensdo, imobilizagdo ou desenervagdo. Elas também estdo
marcadamente aumentadas em estados catabolicos como caquexia, diabetes e uremia
(FAVIER; BENOIT;FREYSSENET, 2008). Essas E3 de ligacdo sdo responsaveis pelo
aumento na degradagdo de proteinas através do sistema ubiquitina-proteassomo (BASSEL-
DUBY;OLSON, 2006).

A Atrogina-1 cont¢ém um dominio F-box, um caracteristico motivo visto na
familia de ubiquitinas de ligacao E3, chamado de SCFs (para Skp 1, Cullin, F-box). Essa E3
de ligacdo se liga a um substrato apenas depois que ele sofreu uma modificagdo pods-
traducional, por exemplo, por fosforilagdo. Isso sugere um mecanismo pelo qual o potencial
substrato ¢ primeiro fosforilado em resposta a um estimulo que induz atrofia, e depois
degradado via atrogina-1 (GLASS, 2005).

A atividade de ubiquitinacdo de MuRF-1 depende da presenca de um dominio
RING. Foi demonstrado recentemente que ele pode induzir a ubiquitina¢do da forma cardiaca
da troponina I, indicando que MuRF-1 degrada componentes do aparato contratil (GLASS,
2005). Também foi sugerido que MuRF-1 se liga a proteina miofibrilar que prové tensao
passiva dentro do musculo, a titina. Parece também estar envolvida no processo de turnover
desta proteina. Quando a ligagdo de MuRF-1 com a titina ¢ rompida, por exemplo por
inatividade, essa ubiquitina-ligase pode mover- se para o nucleo, onde inicia um programa
génico de atrofia (BAAR; NADER;BODINE, 2006; TOIGO;BOUTELLIER, 2006).

Apesar dessas E3 de ligagdo serem moléculas chaves para a atrofia do
musculo, o conhecimento sobre seu substrato e especificidade ¢ limitado. Foi demonstrado
que a MyoD ¢ substrato para a atrogina-1, enquanto a troponina-1, em cardiomidcitos
(FAVIER; BENOIT;FREYSSENET, 2008), e a cadeia pesada de miosina (SANDRI, 2008)
sdo alvos da MuRF-1.

Tanto a atrogina-1 quanto MuRF-1 sdo expressas especificamente no musculo
esquelético (TOIGO;BOUTELLIER, 2006). Estudos celulares ou modelos de atrofia e
hipertrofia em ratos, que usaram técnicas de inibi¢ao génica ou farmacologica, mostraram que
a regulagdo transcricional de atrogina —1 e MuRF-1 ¢ controlada por uma via de sinalizacao
dependente de AKT/FOXO (Fig. 9). Em situacdes de atrofia do musculo esquelético, tanto em
ratos in Vvivo quanto em miotubos in vitro, a redugdo da ativa¢do da via AKT permite a

transcri¢ao de atrogina-1 ¢ MuRF-1 (LEGER et al., 2006)
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Figura 9. A via AKT/FOXO. Quando a via de sinalizagdio AKT/mTOR ¢ ativada, a AKT ¢é fosforilada
forforilando o FOXO, o que impede sua entrada no nticleo. Em estados doentis, AKT ndo ¢ ativada e o FOXO
desfosforilado entra no nucleo e induz a expressao génica de atrogina-1 e MuRF-1, promovendo atrofia muscular
(adaptado de SANDRI, 2008).

O treinamento de for¢a aumenta a fosforilagdo de AKT ao mesmo tempo reduz
o contetdo nuclear da proteina de FOXO. Contudo, concomitantemente ocorre um acentuado
aumento na expressao de atrogina-1 ¢ MuRF-1, sugerindo que essas E3 de ligagdo podem ser
reguladas por outra via além de AKT/FOXO (FAVIER; BENOIT;FREYSSENET, 2008).
Evidéncias recentes sugerem que as que o fator de necrose tumoral-alpha (TNFa) e o fator
nuclear -Kappa B ((NF)-kB) também participam da regulagdo da atrogia-1 ¢ MuRF-1,
respectivamente (LI et al., 2005; MURTON; CONSTANTIN;GREENHAFF, 2008).

O exercicio resistido atenua o aumento que a atrogina-1 ¢ MuRF-1 tem em
resposta a retirada de carga (FAVIER; BENOIT;FREYSSENET, 2008). Na verdade pouco se
sabe sobre o comportamento desses genes pos-exercicio. A expressdao de Atrogina-1 pode
aumentar logo apds uma sessdo de exercicio resistido (DELDICQUE et al., 2008) ou
permanecer inalterada (LOUIS et al., 2007; MASCHER et al., 2008), mas, a partir de 8 h p6s-
treino, reduz seus niveis (LOUIS et al., 2007; DELDICQUE et al., 2008; MASCHER et al.,
2008). Os niveis do RNAm da Atrogina-1 nao voltam a subir apos a segunda sessao de treino
(MASCHER et al., 2008). A expressio de MuRF-1 aumenta logo apds uma sessdo de
exercicio resistido (LOUIS et al., 2007; MASCHER et al., 2008) e volta a subir depois da
segunda sessao de treino (MASCHER et al., 2008).
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2.2.7. O modelo de treinamento em salto

O modelo de treino resistido (TR) em salto, utilizado nesse estudo,
denominado também de treino pliométrico (TP), compreende ciclos de contragdo excéntrica
de alta intensidade seguida de imediata contracdo concéntrica, forte e rapida. Este modelo de
treinamento pode melhorar a habilidade do salto vertical (MARKOVIC, 2007), forca
muscular e estabilidade articular (MARTEL et al., 2005).

A forca muscular da perna e a performance do salto vertical sdo considerados
elementos criticos para o sucesso do atleta. A maioria dos técnicos esportivos usa o TP
quando desejam melhorar a for¢a dos membros inferiores e o salto vertical de seus atletas
(MARKOVIC, 2007).

O TP praticado na 4gua, por atletas de voleibol, melhorou a altura do salto
vertical. Além disso, reduziu as lesdes que o TP praticado fora da dgua provoca (MARTEL et
al., 2005).

Adaptacdes ao treinamento resistido incluem aumentada sintese de proteinas,
via adaptacdes regulatorias nos mecanismos de trasncri¢do e tradu¢do. Além das adaptagdes
na producao de células musculares que sdo adicionadas as miofibrilas existentes, o que prové
uma maquinaria contratil adicional para gerar for¢a. Em adi¢do, enquanto certo grau de
degradacao de proteinas € necessario para o remodelamento muscular, o treinamento resistido
também pode reduzir a ativagdo prolongada das vias de atrofia, resultando em suplementar
sintese de proteinas (COFFEY;HAWLEY, 2007).

O modelo de treinamento usado neste estudo compreende ciclos de contragao
excéntrica de alta intensidade seguida por contracdo concéntrica rapida e potente.
(MARKOVIC, 2007). Este modelo de treinamento pode melhorar o salto vertical
(MARKOVIC, 2007), a forca e a poténcia muscular e a estabilidade do joelho (MARTEL et
al., 2005). Como a forca muscular e o desempenho do salto vertical sdo considerados
elementos criticos para o sucesso dos atletas, a maioria dos técnicos escolhem este modelo
quando desejam melhorar a musculatura da perna e o salto vertical (MARKOVIC, 2007).

O experimento foi conduzido em modelos animais porque, além de ser possivel
controlar melhor as variaveis, o uso de doses suprafisioloégicas de EAA com a finalidade de
melhorar o desempenho ¢ proibido no pais, o que impossibilita que este estudo seja realizado

com humanos.
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O musculo gastrocnémio foi escolhido por ser um musculo muito solicitado

neste protocolo experimental.
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3. OBJETIVO

Esta pesquisa teve como objetivo estudar as alteragdes nas vias de
hipertrofia/atrofia muscular, através da quantificacao relativa dos genes miostatina, MyoD,
Atrogina-1 e MuRF-1 no musculo gastrocnémio de ratos, decorrentes do treinamento resistido
de alta intensidade, do tratamento com doses suprafisiologicas do esterdide Deca-Durabolin®,

ou da associagdo de ambos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho, aprovado pelo comité de ética da
UFSCar (protocolo CCEA n° 002/2006), foi utilizado vinte ratos (Wistar, Rattus norvegicus
albinus), com peso aproximado de 200 g provenientes do Biotério central da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar). Os ratos foram agrupados em gaiolas coletivas contendo 5
ratos cada e foram mantidos no Biotério do Laboratério de Fisiologia do Exercicio desta
universidade. A 4gua e a comida foram administradas ad libitum. O experimento foi
conduzido segundo as normas internacionais de ética na experimentacdo animal (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1996) e baseado no protocolo descrito por MARQUETI et al (2006)

levemente modificado.

4.1. Grupos Experimentais

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais.

Grupo néo treinado (S)

Os animais denominados nao treinados foram assim classificados por nao ser
imposto a eles nenhuma atividade fisica, permanecendo durante o periodo do experimento em
suas respectivas gaiolas.

Grupo treinado (T)

Os animais classificados como treinados 21foram submetidos a um programa
especifico de saltos na agua.

Grupo néo treinado tratado com EAA (SE)

Os animais deste grupo ndo foram submetidos a nenhuma atividade fisica,
porém receberam, durante 7 semanas, o tratamento com EAA.

Grupo treinado tratado com EAA (TE)

Os animais deste grupo foram submetidos a0 mesmo programa de exercicios

que o grupo T além de receberem o mesmo tratamento com EAA que o grupo SE.
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4.2. Tratamento com EAA

Os animais receberam decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®, Organon
do Brasil, Sao Paulo, Brasil, 50 mg/ml). As doses de 5 mg/Kg da massa corporal do rato (dose
suprafisioldgica) foram injetadas subcutaneamente no dorso do animal, duas vezes por
semana, durante 7 semanas. Esta dose foi comparada com a dose freqiientemente utilizada por
atletas — 600mg/semana ou aproximadamente 8 mg/Kg/semana (POPE;KATZ, 1988). Os
grupos que nao receberam o EAA (S e T) receberam uma injecdo de veiculo composto de
uma solu¢do contendo 6leo de amendoim (1ml) e alcool benzilico (50ul), que ¢ o mesmo
veiculo do EAA a ser administrado. A dose do veiculo a ser aplicada estd de acordo com os

mesmos critérios dos animais que receberam o EAA.

4.3. Protocolo de treinamento

O treinamento consistiu de saltos em um tubo de PVC de 25 cm de didametro,
objetivando limitar a alternativa do animal em ir para outra dire¢do ou agarrar-se nas bordas
para subir, contendo agua aquecida a 30°C + 2°C até a altura aproximada do dobro do
tamanho do animal. O periodo de treinamento foi de 7 semanas, com 5 sessdes de treino por
semana. Foi acoplada ao térax dos animais, através de um colete especial (fig. 10), uma
sobrecarga de acordo com o peso do animal. O protocolo estd de acordo com o modelo de
Cunha et al (2005). A atividade de treino foi desenvolvida de acordo com a descri¢ao a seguir,

respeitando o horario do treinamento que foi sempre ap6s as 17:00 horas:

Figura 10. Demonstragdo do colete usado no treino dos animais (Foto cedida por Rita Marqueti).
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- semana pré-treinamento (semana de adaptagdo dos animais ao exercicio,
neste periodo ndo foi feita administragdo de EAA): a sobrecarga foi equivalente a 50% do
peso do animal, com um numero de séries de 2 a 4 e repetigdes ajustadas de 5 para 10 saltos

(fig. 11), tendo um intervalo de repouso entre as séries de 30 segundos.

Figura 11. Animal saltando e depois sendo retirado da agua, finalizando a sessdo de treinamento (Foto cedida por
Rita Marqueti).

-1* semana: inicio do treino com sobrecarga equivalente a 50% do peso
corporal do animal (da 1* & 7* semana o treino foi composto por 4 séries de 10 saltos, com 30
segundos de repouso (fig. 3) entre as séries).

- 2% semana: sobrecarga ajustada para 55% do peso corporal do animal.

- 3% semana: sobrecarga ajustada para 60% do peso corporal do animal.

- 4* semana: sobrecarga ajustada para 65% do peso corporal do animal.

- 5% semana: sobrecarga ajustada para 70% do peso corporal do animal.

- 6" semana: sobrecarga ajustada para 75% do peso corporal do animal

7* semana: sobrecarga ajustada para 80% do peso corporal do animal.

Todos os animais foram pesados 3x/semana. Todas as sessdes ocorreram apos

as 16 horas. Os pesquisadores observaram todas as sessdes de treino.

4.4. Sacrificio dos animais e retirada do musculo

Depois de 7 semanas de treinamento, imediatamente apds a Ultima sessdo de

treino, os animais foram sacrificados por decapitagdo em guilhotina, porque o sangue foi
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usado, por outro participante do projeto, para analisar a enzima conversora da angiotensina
(ECA). Em seguida os animais foram posicionados em uma mesa cirirgica em decubito
dorsal, com as patas presas e mantidas em extensdo, para assim efetuar a retirada do musculo
gastrocnémico das patas posteriores direitas de cada animal. Os musculos foram congelados

em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em freezer — 80°C.

4.5. Extracao e controle de qualidade de RNA total

Amostras de 100mg de tecido foram homogeneizadas com o Power Gen1000
(Fisher Scientific) em TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, California). O RNA total foi extraido
de acordo com as instrug¢des do fabricante e por espectrofotometria foi quantificado (260nm) e
verificado seu grau de pureza (260nm/280nm). Todas as amostras utilizadas tiveram a razao
260nm/280nm acima de 1,8. A integridade do RNA foi visualizada com brometo de etideo
por eletroforese em gel de agarose (MASEK et al., 2005).

4.6. Transcricao reversa

A primeira fita do cDNA foi sintetizada por transcri¢ao reversa de 1 ug de RNA
usando Oligo(dT) e M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI) de acordo com o

manual do fabricante.

4.7. PCR em tempo real

A quantificagdo do RNAm da miostatina, MyoD, Atrogina-1 , MURF-1 e de

GAPDH de todos os grupos experimentais, foram realizadas em duplicata no termociclador



32

Rotor Gene 3000 Centrifugal Real-Time (Corbett Research, Mortlake, Australia). O GAPDH
foi usado como gene controle porque foi previamente demonstrado que ndo varia com o
exercicio resistido (JEMIOLO;TRAPPE, 2004) e nem com EAA (LEWIS et al., 2007). A
rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) para cada gene controle e 0 GAPDH foi realizada com
o reagente SYBR"™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Fosters City, CA), primers
foward e reverse (Tabela 1), agua livre de Dnase ¢ 0 cDNA, em um volume final de reagdo de
25 pl. Os primers da Miostatina, MyoD, Atrogina-1 ¢ MuRF1 usados neste experimento
foram gentilmente cedidos pela professora Dra Tania F. Salvini, da Unidade de Plasticidade
Muscular, do Departamento de Fisioterapia da UFSCar.

Os parametros utilizados para a reacao de PCR foram: desnaturacao inicial em
95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos na
temperatura de anelamento especifica de cada primer (Tabela 2) ¢ 60 segundos a 72 °C. Um
unico pico de melting foi observado para cada amostra, validando que apenas um produto
estava presente (LOUIS et al., 2007) e o tamanho dos amplicons formados foi verificado em
gel de agarose 1%. O controle negativo foi feito através de amostras transcritas reversamente

sem o MMLV-RT.

Tabela 2. Informages sobre sequéncias de primers e amplicons

Tamanho do  Localizagao
RNAm . . , , .
Sequéncia de primer 5’ 3 Amplicon, do
alvo .
pb Amplicon

Ta, NCBI (Seq. de
°C  Referéncia)

F AGTGACGGCTCTTTGGAAGATG

MioStating  § 'y oo aco oA oy 76 307-383 60 AF019624
MyoD S AaaeCATaC 103 1059-1162 52 NM_176079.1
Atrogina-1 C G o agar 91 255-346 56  NM 133521
MURE-1 A e AT 58 297355 64 AY059627
GAPDH | O e e 196 1108-1304 60  AF106860

R GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA

F, foward; R, reverse; Ta, temperatura de anelamento; NCBI, National Center for Biotechnology Information.

A influéncia do treinamento, do EAA ou a da associacdo de ambos sobre a
expressdo génica do musculo gastrocnémio foi avaliada pelo método de quantificagdo
relativa. Os dados foram analisados usando a equagao de Livak e Schmittgen, onde a variagao
na expressdo de cada gene é igual a 2", O ciclo limiar (Cr) indica o namero do ciclo onde
a reagdo de amplificagdo atinge o limiar fixado. ACt € 0 Crgene alvo — CT contorle € AACT € 0 ACr

- MédiaacTgrupo controle (LIVAK;SCHMITTGEN, 2001).
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4.8. Andlise Estatistica

Para cada gene, os dados foram verificados para normalidade e variancia. Com

os dados normais, a variacio na expressio do RNAm (valores de 24"

) entre os grupos foi
testada usando Anova one way. Quando as médias entre os grupos foram diferentes (p <
0,05), a analise post hoc (teste Tukey) para multiplas comparagdes foi usada. O software de
estatistica utilizado foi o SigmaStat 2.03. Os dados foram apresentados com média + erro

padrao (EP) da média.
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5. RESULTADOS

Para verificar se o protocolo de treinamento associado ou ndo com doses
suprafisioldgicas de EAA induziu alteragdes nas vias atroficas e hipertroficas do musculo
gastrocnémio, a expressao génica da MyoD, miostatina, atrogina-1 e MuRF-1 foi quantificada
por PCR em tempo real.

Os resultados obtidos foram considerados como resultados do treinamento, €
nao efeito da ultima sessao de treino, ja que estudos (LOUIS et al., 2007; PEVIANI et al.,
2007) demonstraram que amostras coletadas imediatamente apds a ultima sessdo de treino
apresentaram os mesmos valores de expressdo génica que amostras coletadas antes da sessao
de treino, ou seja, apresentaram a mesma expressdo génica que na condi¢do repouso, pelo
menos para os genes estudados neste trabalho.

Os valores das massas musculares do gastrocnémio também foram
normalizados para a massa corporal do animal (massa muscular/massa corporal). Os valores
das massas foram obtidos imediatamente apds a ultima sessdo de treino. Os resultados sao

apresentados na tabela 3.

Massa muscular do gastrocnémio: O treinamento, associado ou ndo com o
tratamento com EAA, ndo promoveu mudangas significativas nas massas musculares do

musculo gastrocnémio normalizadas para a massa corporal do animal.

Tabela 3. Variagdo do peso muscular normalizado para o peso corporal final entre os diferentes
grupos.

Grupos Experimentais
Massa muscular (g)/

Massa corporal (g) T SE TE
(Média+ EPM)  (Média+ EPM)  (Média+ EPM)  (Média+ EPM)
Gastrocnémio 62,0+1,5 62,0+3,2 61,0+0,8 64,0+ 1,0

*Valores s3o mostrados como Média x 10* + EPM x 10, p>0, 05

Expressdo génica da Miostatina e MyoD. A interagdo treinamento ¢ tratamento
com EAA reduziu a expressdo de miostatina (S x TE; p = 0, 039), mas nem o treinamento,

nem o tratamento com EAA, sozinhos, foram capazes de alterar a expressao da miostatina em
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relagdo ao grupo nao treinado. Em relacdo ao grupo treinado, tanto o tratamento com EAA (T
x SE; p = 0, 013) como sua associagdo com o treinamento (T x TE; p = 0, 09) reduziu a
expressao de miostatina (Fig. 12). Nenhuma alteracio no RNAm da MyoD foi observada

entre os grupos (Fig. 13).

Miostatina

Nivel de expressao
v

Figura 12. Nivel de expressdo do RNAm da miostatina no musculo gastrocnémio (n=5), normalizado com
GAPDH. Os valores representam a média + EP * significantemente diferente de S (p <0,05). # significantemente
diferente de T (p <0,01).
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Figura 13. Nivel de expressio do RNAm da MyoD no musculo gastrocnémio (n=5), normalizado com o
GAPDH. Os valores representam a média + EP
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Expressdo génica da Atrogina-1 e MURF-1. O treinamento ndo alterou os
niveis de RNAm da atrogina-1, assim como sua associagdo com o tratamento com EAA. Ja o
grupo que fez o tratamento com EAA, mas ndo treinou, expressou mais atrogina-1 que todos
os outros grupos (SE x S; p <0, 001), (SEx T; p <0, 001) e (SE x TE; p =0, 025). O grupo
que associou o treinamento e o tratamento com EAA expressou mais atrogina-1 que o grupo
que so treinou (T x TE; p =0, 001) (Fig. 14). Em contraste, a expressao de MuRF-1 nao foi

alterada em nenhum dos grupos (Fig. 15).

ad 4

o

Atrogina-1

Nivel de expressao
N
1

Figura 14. Nivel de expressio do RNAm da Atrogina-1 no musculo gastrocnémio (n=5), normalizado com o
GAPDH. Os valores representam a média += EP. * significantemente diferente de S (p < 0,001). #
significantemente diferente de T (p < 0,001). $ significantemente diferente de SE (p <0,05)

MURF-1

Nivel de expressao
-
1

Figura 15. Nivel de expressio do RNAm do MuRF-1 no musculo gastrocnémio (n=5), normalizado com o
GAPDH. Os valores representam a média + EP.
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Nossos resultados demonstraram que o treinamento resistido associado com a
administracao de doses suprafisioldgicas de EAA reduz a expressao de miostatina e aumenta a
expressdao do gene relacionado a atrofia muscular, atrogina-1, mas ndo altera MuRF-1 nem
MyoD. A resposta génica do grupo TE se assemelha mais ao grupo SE que ao grupo T,
podendo ser hipotetizado que na interagdo treinamento ¢ EAA, as respostas obtidas foram
predominantes do tratamento com EAA.

Estudos prévios em nosso laboratério demonstraram que o mesmo modelo de
treinamento utilizado neste estudo aumentou o remodelamento da matriz extracelular (MEC)
de musculos esqueléticos (MARQUETI, PRESTES, STOTZER et al., 2008) ¢ de tenddes
(MARQUETI et al.,, 2006; MARQUETI, PRESTES, PASCHOAL et al., 2008), pois
aumentou a atividade de MMP-2, enzima considerada chave em processos de
desenvolvimento e remodelamento de tecido ou migragdo celular (BERNAL;
HARTUNG;KIESEIER, 2005).

Entretanto, esses efeitos desejaveis nao s6 foram reduzidos pelo EAA como
também foram inibidos na interacdo treinamento e EAA (MARQUETI et al., 2006;
MARQUETI, PRESTES, PASCHOAL et al., 2008; MARQUETI, PRESTES, STOTZER et
al., 2008). Resultados similares foram observados na expressao de VEGF, molécula chave na
indugdo da angiogénese (PASCHOAL et al., 2009).

A massa muscular relativa do misculo gastrocnémio, nao foi alterada entre grupos.
Porém outras andlises s3o necessarias para determinar, por exemplo, se ndo houve
substitui¢do de massa gorda por massa muscular.

Estudos prévios mostraram que apenas uma sessdo de TR ¢ suficiente para alterar
os niveis de RNAm. A expressdo de miostatina ¢ reduzida (DELDICQUE et al., 2008),
enquanto o da Myod (BICKEL et al., 2005), da Atrogina-1 (LOUIS et al., 2007) e de MuRF-1
(MASCHER et al., 2008) aumentam. Contudo, uma segunda sessdo de TR atenua essas
alteragdes na expressao do RNAm (MASCHER et al., 2008).

As respostas génicas ao treinamento de longa duracdo (mais de 8 semanas) sdo
conflitantes, uma vez que alguns estudos demonstraram que pode ocorrer redu¢do na
expressao de miostatina (WALKER et al., 2004), e aumento na expressao de MyoD (KOSEK
et al., 2006), Atrogina-1 ¢ MuRF-1 (LEGER et al., 2006). Contraditoriamente, outros estudos
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relataram nenhuma alteragdo na expressao da miostatina (HULMI et al., 2007; KVORNING
et al., 2007), da MyoD (KVORNING et al., 2007) e atrogina-1 (HULMI et al., 2008).

Nossos resultados mostraram que o grupo que treinou ndo alterou a expressao de
nenhum dos genes estudados, em relagdo ao grupo ndo treinado. O exercicio de longa duracao
¢ capaz de promover adaptagdes na ativagdo de células satélites e das vias de atrofia
(COFFEY;HAWLEY, 2007). O fato do RNAm de nenhum dos genes estudados ter se
alterado ndo significa necessariamente que os niveis de suas proteinas também ndo se
alteraram.

O treinamento proporciona uma maior eficiéncia na tradu¢do do RNAm (WELLE;
BHATT;THORNTON, 1999), podendo ser hipotetizado que depois de 7 semanas de
treinamento os ratos apresentem, em resposta ao exercicio, uma maior eficiéncia na sintese de
proteina. Outra hipdtese € que o treinamento tenha aumentado a expressao basal desses genes,
fazendo com que, ap6s cada treino agudo, os niveis de expressdo retornem aos seus valores
pré-periodo de treinamento (condicdo do grupo S), como ocorreu com a expressao da
miostatina apos um periodo de TR (WILLOUGHBY, 2004; HULMI et al.,, 2007;
KVORNING et al., 2007).

Recentemente, um estudo em células C,C;, mostrou que o EAA estimula a
expressao de miostatina (DIEL et al., 2008), mas ao contrario, nosso estudo mostrou que o
EAA modula negativamente a expressdo de miostatina porque reduz sua expressdo tanto no
grupo SE (338%) quanto no TE (390%), comparados ao grupo T. Em homens com DPOC,
que apresentam um quadro de acentuada perda muscular generalizada, nem o treinamento,
nem o EAA e nem a associacdo de ambos alterou a expressao basal da miostatina (LEWIS et
al., 2007).

Como somente células satélites ativadas e ndo as quiescentes expressam MyoD,
esta proteina tem sido um marcador muito usado e bem aceito para identificar células satélites
ativadas e em proliferacio (LEGERLOTZ;SMITH, 2008). Os EAA ativam cé¢lulas satélites
(CHEN; ZAJAC;MACLEAN, 2005; DIEL et al., 2008; KADI, 2008), porém o tratamento
com EAA n3o modulou a expressdo de MyoD, nem neste estudo, nem em estudo anterior
(MCCLUNG et al., 2005). A supressdo da testosterona enddégena também nao influenciou a
expressao de MyoD (KVORNING et al., 2006). Apesar dos EAA agirem ativando as células
satélites, a expressdo de MyoD parece nao ser alterada sob acdo dos EAA.

A MyoD, conhecida por induzir proliferagdo e diferenciacdo de células satélites,
também regula positivamente a transcri¢do génica da miostatina, alem de ser inibida por esta

proteina (BRADLEY; YAWORSKY;WALSH, 2008; FAVIER; BENOIT;FREYSSENET,
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2008). A reducao na expressao de miostatina promove hipertrofia muscular (JOULIA-
EKAZA;CABELLO, 2006) estando também associada a aceleragdo no processo de
recuperagdo e regeneracao muscular (WAGNER et al., 2005; HULMI et al., 2007).

Além de ser inibida pela miostatina, a MyoD também pode ser modulada pela
Atrogina-1 (TINTIGNAC et al., 2005). Tanto atrogina-1 quanto MURF-1 unem as ubiquitinas
a proteina que ira ser degradada pelo proteassomo (COFFEY;HAWLEY, 2007). Essa via,
denominada ubiquitina-proteassomo, ¢ o mais importante sistema de degradacdo de proteinas
musculares. Um aumento na atividade dessa via vem sendo considerado necessario tanto em
processos de atrofia do musculo esquelético, quanto em processos de adaptacdes celulares do
musculo esquelético (REID, 2005).

Doses fisiologicas de EAA foram eficazes para reduzir a expressdo de MuRF-1 e
Atrogina-1 em musculo com transec¢ao de nervo, mostrando que o EAA pode prevenir a
degradagdo de proteinas em musculos que ja estdo em processo catabdlico (ZHAO et al.,
2008). Por outro lado, uma sessdo de TR em musculos destreinados mostrou aumentar a
expressao desses genes (LOUIS et al., 2007; DELDICQUE et al., 2008; MASCHER et al.,
2008). Ja o treinamento de longa dura¢do reduz essa ativacaio(COFFEY;HAWLEY, 2007).

Um aumento na expressdo de Atrogina-1 e de MuRF-1 corresponde a um aumento
na quantidade de proteinas ubiquitinadas (ADAMS et al., 2008). Em homens com DPOC,
portanto ja em processo de degradacdo muscular, a expressao de Atrogina-1 tende a aumentar
s6 no grupo que associou o TR ao tratamento com EAA, mas ndo ocorreu no grupo que so
recebeu o tratamento com EAA (LEWIS et al., 2007). Demonstramos que o EAA aumentou
muito a expressdo da Atrogina-1 no grupo SE (284%) e TE (184%), enquanto o treinamento
foi eficaz em reduzir o aumento na expressdo de atrogina-1 provocado pelo EAA (155%).
Porém o EAA nao modulou a expressdao de MURF-1.

Muito pequeno ¢ o conhecimento em relagdo as alteragdes na expressao dessas
ubiquitinas de ligagdo em resposta a carga mecanica do musculo esquelético, com diferencas
relativas as diferentes modalidades de sobrecarga muscular, assim como em resposta a
repetidas sessdes de exercicio (NEDERGAARD et al., 2007). Durante muito tempo acreditou-
se que a transcricdo génica de ambas ubiquitinas de ligagdo, atrogina-1 ¢ MuRF-1, estavam
sobre o controle do fator de transcricdo FOXO1 (SANDRI et al., 2004; GLASS, 2005;
SANDRI, 2008). Contudo as diferengas na regulacdo desses dois genes encontradas em
alguns estudos (LOUIS et al., 2007; MASCHER et al., 2008) permaneciam sem explicagdo.

Evidéncias recentes sugerem que a regulacdo da transcricdo de atrogina-1 e

MuRF-1 estd intrinsecamente relacionadas tanto ao estado metabdlico celular quanto a
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condi¢do inflamatdria, através de uma coordenada via de eventos sinalizadores (MURTON;
CONSTANTIN;GREENHAFF, 2008).

Através de camundongos com o IkP Kinase (IkK) ativo constitutivamente, foi
possivel demonstrar que a ativacao do fator nuclear (NF)-kf3 promove a elevagdo do RNAm
de MuRF-1, mas ndo de atrogina-1. (MURTON; CONSTANTIN;GREENHAFF, 2008), Por
outro lado, tanto H,O, quanto a citocina catabolica TNFa foram capazes de induzir a
expressdo do RNAm da atrogina-1 no musculo via p38MAPK (LI et al., 2005). Juntas, essas
descobertas mostram que a regulacdo da transcri¢do da atrogina-1 ¢ MuRF-1 s3o sensiveis a
mediadores inflamatdrios locais (TNFa) e a propria via inflamatoéria NF-kB. Além disso, elas
mostram que atrogina-1 ¢ MuRF-1 podem funcionar independentemente uma da outra
(MURTON; CONSTANTIN;GREENHAFF, 2008).

A proteina p38 ¢ um importante membro da familia das proteinas quinases
ativadas por mitéogenos (MAPK), que ¢ ativada em resposta a varios tipos de estresse
fisiolégico, como estresse osmotico, endotoxinas e estresse oxidadivo (POWERS;
KAVAZIS;MCCLUNG, 2007). Um aumento na expressdo de atrogina-1 somente nos grupos
que receberam o EAA pode sugerir que o tratamento com EAA desencadeia um estresse
fisiologico, que possui uma importante fungdo em ativar o TNFa ou H,O,, o que vai ativar a
proteina p38, acarretando em uma maior atrofia muscular.

A complexa agdo coordenada entre os genes pesquisados neste trabalho e descritos
em estudos anteriores pode ser observada na fig.16. Entretanto, no presente estudo, os EAA
parecem ativar uma via independente de acdo desses genes. A reducdo na expressdo de
miostatina aparentemente ndo promoveu o esperado aumento na ativagdo, proliferacdo e
diferenciagdo das células satélites, uma vez que a MyoD nao se alterou.

Como os mesmos grupos que tiveram a expressao da miostatina reduzida tiveram
aumento na expressao de atrogina-1, pode se supor que a Atrogina-1 ubiquitinou e degradou a
MyoD (TINTIGNAC et al., 2005) nesses grupos, o que teria interrompido a progressao do
ciclo celular que teoricamente teve inicio em resposta a reducdo da miostatina.

Possiveis limitagdes do estudo: Infelizmente faltam dados, como analise
histologica e expressdo protéica, que possam mostrar os resultados da alteracdo na expressao
génica no musculo esquelético, promovida pelo EAA. Sem estes dados, ¢ dificil concluir se os

eventos que ocorreram favoreceram o remodelamento ou a atrofia muscular.



41

g il Do

_‘ Inibi¢do

......... > Incompletament l

e definido
@ Céls Satélites

Degrada
MyoD s mene® Ativagio
7

v
e % ;
Atrogina-1 “ Mioblastos

Proliferacao

MURF < v
——— @ __—— Miotubos

Figura 16. Possiveis interagdes entre os EAA e MyoD, Miostatina, Atrogina-1 ¢ MURF-1. Os EAA agem
ativando células satélites quiescentes (KADI, 2008). Para que ocorra a proliferagdo e a diferenciagdo dessas
células ativadas, a MyoD ¢ requerida (LEGERLOTZ;SMITH, 2008). A MyoD regula positivamente a
transcricdo génica de miostatina durante a matura¢do do midcito (BRADLEY; YAWORSKY;WALSH, 2008). A
miostatina ¢ uma proteina que inibe o crescimento do musculo esquelético (JOULIA-EKAZA;CABELLO, 2006)
por inibir a expressdo de MyoD, o que inibe a ativacdo de células satélites (BRADLEY; YAWORSKY;WALSH,
2008). Parece que a miostatina aumenta a atividade da familia FOXO de fatores de transcri¢ao, que ¢ necessario
para aumentar a expressdo de Atrogina-1 e MuRF-1 (FAVIER; BENOIT;FREYSSENET, 2008). A resposta do
treinamento fisico sobre essas vias permanece incerta

Porém a massa final do gastrocnémio, relativa a massa total do animal, ndo foi
alterada em nenhum dos grupos. Também ¢ relevante lembrar que o remodelamento da MEC
de musculos esqueléticos e tenddes foram inibidos, tanto pelo tratamento com EAA quanto
pela sua associagdo com o treinamento (MARQUETI et al., 2006; MARQUETI, PRESTES,
PASCHOAL et al., 2008; MARQUETI, PRESTES, STOTZER et al., 2008). Além disso, em
musculos séleo sobrecarregados funcionalmente, o aumento no remodelamento foi inibido na
interagdo com EAA (MCCLUNG et al., 2005). Esses resultados sugerem que o uso
prolongado de EAA pode ser prejudicial para o remodelamento muscular, além de aumentar a
razdo de atrofia muscular.

Os EAA podem ser benéficos em situagdes adversas da saude, e doses
fisiologicas nessas situacdes podem reverter, por exemplo, processos de atrofia do musculo
esquelético (ZHAO et al.,, 2008). Por outro lado os EAA, quando utilizados em doses
suprafisioldgicas, com a finalidade de melhorar o desempenho esportivo ou a aparéncia
podem produzir diversos e severos efeitos indesejados, dos psicologicos: agressividade,
hostilidade (TALIH; FATTAL;MALONE, 2007) ansiedade (ROCHA et al., 2007); aos

fisiologicos: acidente vascular cerebral, hipertensdo, infertilidade, entre diversos outros
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(CALFEE;FADALE, 2006), inclusive musculares, como remodelamento prejudicado de
tendoes (MARQUETTI et al., 2006; MARQUETI, PRESTES, PASCHOAL et al., 2008),
musculos esqueléticos (MARQUETI, PRESTES, STOTZER et al., 2008) e prejuizo na
angiogénese (PASCHOAL et al., 2009), o que pode prejudicar, a médio e longo prazo, o
desempenho atlético.

Conjuntamente, nossos resultados demonstram claramente que a administracdo de
doses suprafisioldgicas do EAA decanoato de nandrolona € suficiente para alterar as respostas
ao treinamento resistido em relagdo a expressdo génica da miostatina e atrogina-1, porém sem
afetar a expressdo dos genes MyoD e MuRF-1. Em células C,Cy,, o EAA estimulou a
proliferagao e acelerou o processo de diferenciagdao de mioblastos em miotubos, apesar de
estimular a expressdo da miostatina (DIEL et al., 2008), enquanto em ratos, o EAA altera a
expressdo génica do musculo esquelético, aparentemente impedindo as células satélites de
sairem do ciclo celular (MCCLUNG et al., 2005). Ainda ndo se conhecem as consequéncias a
longo prazo do (ab)uso de doses suprafisiologicas de AAS que podem ocorrer em
consequéncia do intenso recrutamento dessas vias.

Nosso estudo proveu novas informagdes a respeito do comportamento de genes
relacionados tanto a progressao do ciclo celular quanto a ativacdo de vias de degradacao
proteica em musculos que ndo estdo em processo de atrofia e que foram submetidos a um
programa de treinamento resistido de alta intensidade juntamente com doses suprafisiologicas

de EAA semelhantes as usadas por atletas de elite.
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7. CONCLUSOES

O esteroide anabdlico androgénico decanoato de nandrolona (Deca-
Durabolin®, Organon do Brasil, Sao Paulo, Brasil, 50 mg/ml), quando administrado em doses
de 5 mg/Kg da massa corporal do rato (dose suprafisiologica), subcutaneamente, duas vezes
por semana, durante 7 semanas:

e Aumenta a expressdo de Atrogina-1, uma E3 de ligagdo que marca
proteinas para serem degradas.

Quando associamos este tratamento com exercicio de salto com sobrecarga,
praticado cinco vezes por semana, durante sete semanas:

e Observamos uma redugdo na expressao de miostatina, uma proteina que
impede a progressao do ciclo celular;

e Porém a expressdo de MyoD, proteina necessaria para a progressao do
ciclo celular, ndo apresentou um aumento concomitante com a redugdo
da miostatina;

e Provavelmente a MyoD foi degradada pela alta expressdo de atrogina-1.

Conjuntamente, esses resultados sugerem que o tratamento com EAA,
associado ou ndo com o treinamento, ndo facilita a progressdo do ciclo celular. Ao contréario,
aumentou a ativacdo da via ubiquitina-proteassomo de degradacdo proteica no musculo
esquelético.

Porém mais estudos e andlises sdo necessarios para determinar os resultados
dessas alteragdes no musculo esquelético, como o tamanho final das fibras musculares, a
quantidade de massa magra em relagdo a massa gorda, a forca muscular ¢ a qualidade do

musculo.
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