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O presente trabalho teve como objectivos principais, em animais suspensos
pela cauda: (i) estudar a resposta atréfica do musculo esquelético durante uma
semana de hipogravidade simulada; (ii) avaliar as manifesta¢des bioguimicas e
estruturais de morte celular e de protedlise nos musculos atroficos; (iii) estudar
a contribuicdo temporal destes mecanismos durante uma semana de
suspensao do animal; (iv) analisar a influéncia do padrédo fenotipico muscular
na resposta atrofica, e (v) avaliar a contribuicdo dos diferentes tipos de células
do tecido muscular esquelético ao longo de uma semana de suspenséo. Para
alcancar estes objectivos, sete grupos de ratinhos Charles River CD1 machos
(n=30 por cada grupo) foram considerados de acordo com o periodo de
suspensao do animal: 0 (grupo controlo), 6, 12, 24, 48, 72 horas e uma
semana. Quarenta e oito horas antes do sacrificio, 10 animais de cada grupo
foram injectados com BrdU enquanto que os restantes 20 ratinhos foram
injectados com uma solucédo salina. Uma vez finalizado o respectivo tempo de
suspensao, os musculos soleus e gastrocnemius foram removidos e tratados
de acordo com os parametros bioquimicos (expresséao de isoformas MLC,
marcadores apoptoéticos, autoliticos, inflamatorios, proteoliticos e de
proliferacéo celular) e os indices morfolégicos (morfometria, ultraestrutura e
imunohistoquimica) a serem analisados. Os resultados confirmam o impacto
negativo que a remogao de carga exerce na massa muscular e na area
transversal das fibras dos musculos soleus e gastrocnemius. Nas condi¢des
experimentais estudadas observou-se, no gastrocnemius, uma progressiva
expresséo fenotipica caracteristica das fibras de contraccédo rapida. A
activacao de estratégias celulares e moleculares especificas, nomeadamente
dos mecanismos de morte celular e de protedlise, acompanharam estas
alterac6es do sistema contractil. A apoptose e a necrose parecem constituir os
mecanismos subjacentes a eliminacdo de mionucleos e dos seus dominios
das fibras atroficas. Varios sistemas proteoliticos parecem intervir na
degradagéo de proteinas musculares constatada nas condi¢Bes experimentais
estudadas, nomeadamente o sistema lisossémico, as proteases neutras
activadas pelo célcio e o sistema da ubiquitina-proteassoma. A activagao
destes processos celulares foi contrabalancada por uma actividade celular
proliferativa (células satélite, células intersticiais endoteliais e ndo endoteliais) ,
avaliada pela incorporacédo de BrdU, o que sugere o envolvimento de
mecanismos reguladores entre 0s processos anabdlicos e catabdlicos, na
resposta atrofica. Os dados bioquimicos e morfolégicos suportam a hipotese
gue defende o envolvimento de varios mecanismos celulares no
desenvolvimento da atrofia muscular esquelética, embora com contribuigGes
temporais distintas e dependente do fenétipo muscular. Os resultados nao
suportam a existéncia de um padrdo comum de atrofia em diferentes musculos
submetidos as mesmas condi¢des de hipogravidade simulada.
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The main purposes of the present work were to study, in tail suspended mice:
(i) the skeletal muscle atrophic response during one week of simulated
hypogravity; (ii) the biochemical and structural evidences of cell death and
proteolysis in atrophic muscles; (iii) the temporal contribution of these
mechanisms during one week; (iv) the influence of the muscular phenotypic
pattern in the atrophic response, and (v) the proliferative contribution of the
different cell types within skeletal muscle through one week of hindlimb
suspension. To reach these objectives, seven groups of male Charles River
CD1 mice (n=30 per group) were assigned attending to the hindlimb
suspension period: control, 6, 12, 24, 48, 72 hours and one week. Forty-eight
hours before sacrifice, 10 animals from each group were injected with BrdU
while the remained 20 mice were treated with a saline solution. Immediately
after the suspension period, the soleus and gastrocnemius muscles were
removed and treated in order to assess biochemical parameters (myosin light
chain isoforms expression, apoptotic, autolytic, inflammatory, proteolytic and
proliferative markers) and morphological indices (morphometry, ultrastruture
and imunohistochemistry). The results confirmed that the removing of weight
bearing had a negative impact on muscle mass and on cross sectional area in
both soleus and gastrocnemius muscles. Moreover, the experimental
conditions produced evidence for a shift towards expression of fast myosin light
chain isoforms in gastrocnemius. This so-called speeding of the contractile
apparatus was accompanied by the activation of specific cellular and molecular
strategies, being outstanding cell death and proteolytic mechanisms. Both
apoptosis and necrosis are probably the underlying mechanisms responsible
for the elimination of nuclei and its domain from atrophying fibers. Likewise,
several proteolytic systems seem to contribute to the observed simulated
microgravity-induced degradation of muscle proteins, namely lysosome system,
calcium-activated proteases and the ubiquitin-proteasome system. The
activation of these cellular events was balanced by proliferative activity
(satellite cells, interstitial endothelial and non-endothelial cells), evaluated by
BrdU incorporation, which strongly suggests the existence of a regulatory
response between anabolic and catabolic events in unloading-induced skeletal
muscle atrophy. The biochemical and morphological data were consistent with
the hypothesis that several cellular mechanisms participate in the development
of skeletal muscle atrophy, though with different temporal contributions and
reliant on muscle phenotype. Results do not support the existence of a
common pattern of atrophy in different skeletal muscles submitted to simulated
hypogravity.
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O musculo esquelético pode ser visto como uma estrutura dindmica, com elevada
plasticidade capaz de alterar as suas caracteristicas funcionais, morfolégicas e
metabdlicas em funcdo das exigéncias funcionais [9, 220, 252]. Estas propriedades sédo
condicionadas pela actividade proprioceptiva, pela enervacdo motora, pela carga
mecanica, pela realizacdo de ciclos de estiramento/encurtamento e pela mobilidade das
articulagdes [19]. A versatilidade desta resposta parece ser um importante atributo deste
tecido pois permite um desenho econdmico capaz de responder a determinados
estimulos impostos pelo padrdo de recrutamento muscular e pelo meio no qual esta
enquadrado [19, 92]. Este fendmeno de plasticidade é observado em todas as espécies
de vertebrados, existindo, no entanto, uma grande variabilidade de respostas e de grau
de adaptacdo muscular entre as espécies e entre os diferentes sistemas funcionais do
tecido muscular [92].

Reducdes sustentadas de actividade neuromuscular, independentemente do estimulo
subjacente, culminam na atrofia muscular esquelética [123]. Este processo adaptativo
estiq associado a numerosas patologias tais como o cancro, sepsis, uremia, diabetes
entre outras, mas também pode ocorrer na auséncia de doenca aparente, tais como em
condi¢cbes de inactividade, envelhecimento e de exposicdo a microgravidade, por
exemplo durante o voo espacial [22, 140, 207, 261]. Este fendmeno assume igualmente
um plano de destaque no desporto, particularmente no alto rendimento. A reducéo
acentuada de carga mecanica do tecido muscular esquelético de atletas, imediatamente
apos e no periodo subsequente a ocorréncia de lesdo incapacitante ou limitadora da
actividade muscular, constitui um contexto em que o processo atrofico se insere de forma
aplicada e pertinente. Deste modo, a reduc¢éo da funcionalidade do musculo esquelético
contribui para a morbilidade caracteristica das patologias as quais se encontra associada
[48, 118], pelo que ndo s6 tem um impacto negativo na qualidade de vida mas também
estd associado a uma reduzida esperanca de vida [69, 90]. De facto, o processo atréfico
tem sido consideravelmente investigado, embora permaneca ainda pouco compreendido
nomeadamente no que se refere aos mecanismos celulares e moleculares subjacentes
[59]. Assim, um conhecimento detalhado das alteracGes estruturais e funcionais que
ocorrem nos musculos aquando da remoc¢do aguda e cronica de carga mecanica, bem
como a compreensdo das vias sinalizadoras envolvidas na progressdo desta entidade
anatomopatolégica ndo tera apenas interesse cientifico mas também poderd ser de
extrema utilidade na planificacdo de medidas preventivas, na definicdo de protocolos de

reabilitacdo e no tratamento da atrofia muscular esquelética [48, 64, 207].



Independentemente do factor iniciador desta fisiopatologia, o processo atrofico €
altamente ordenado e regulado com inumeras alterag6es bioquimicas, metabdlicas e
estruturais que se repercutem na funcionalidade dos musculos afectados. Assim, nestes
musculos observa-se um menor teor proteico, do didmetro da fibra, da producéo de forca
e da resisténcia a fadiga [59, 100, 140].

No contexto da adaptacdo muscular em condi¢cdes atroficas, a fibra e 0 seu meio
envolvente parecem conspirar [92]. A plasticidade muscular observada nesta
fisiopatologia envolve uma resposta integrada da fibra, condicionada pela sua
citoarquitectura e composicdo [54, 92], bem como das estruturas que lhe estdo
associadas, tais como nervos, capilares e fibroblastos [16, 268]. Varios processos
celulares, a ocorrer em sequéncia ou em paralelo no musculo esquelético, tém sido
apontados como primordiais no desenvolvimento e progressao da atrofia, salientando-se
0 aumento da degradacdo proteica, a diminuicdo da expressdo genética culminando no
desequilibrio do teor proteico muscular, a perda de mionucleos por processos de morte
celular e a aparente incapacidade das células satélite em contrabalancar a diminuicdo do

tamanho da fibra e do nimero de mionucleos por fibra [22, 106, 140, 143].

Uma das perspectivas bastante defendida na literatura simplifica o fenomeno atrofico
explicando-o com base no desequilibrio entre as vias anabdlicas e catabodlicas que
acompanha a deterioracdo muscular [100, 120]. A resultante desproporcdo proteica
culminara numa perda rapida e significativa de massa muscular, uma vez que 80% das
proteinas do musculo esquelético sdo proteinas miofibrilares [36, 90, 100, 121, 183, 275].
O mecanismo primario intrinseco ao declinio proteico induzido por auséncia de carga
parece ser a diminuigdo da sintese proteica que, segundo estudos moleculares, pode ser
atribuida a processos multifactoriais que afectam a regulacdo da transcricdo genética e a
velocidade de traducdo [90, 120]. As evidéncias indicam que a rapida reducdo na
quantidade de proteina e de massa muscular pode ser atribuida a processos pré-
traducionais, traducionais e, possivelmente, pds-traducionais [120]. Adicionalmente aos
acontecimentos que exercem um impacto negativo na capacidade do musculo em
sintetizar proteina, também os varios sistemas proteoliticos existentes neste tecido
intervém, de forma diferente, na resposta atréfica [100, 120, 207, 261]. Os sinais
catabdlicos ligados a este processo adaptativo induzem, frequentemente, a activacao de
sistemas tdo complexos como o da ubiquitina — proteassoma [208]. O envolvimento desta
via proteolitica estd bem estabelecido no contexto da atrofia muscular dado que: (i)

durante este processo observa-se um aumento da degradacéo proteica; (ii) a inibicdo do



proteassoma bloqueia esta tendéncia; (iii) durante a atrofia observa-se um aumento da
conjugacéao de proteinas com poliubiquitina por proteina total; (iv) os niveis de mRNA de
genes que codificam componentes distintos da via da ubiquitina-proteassoma também
aumentam em condi¢cdes de atrofia [106]. Apesar deste mecanismo estar descrito como
primordial na degradacdo da maioria das proteinas musculares, outros sistemas
proteoliticos parecem operar em sinergia de forma a degradar estruturas musculares
complexas como as miofibrilas [120]. A via lisossomal, mediada por catepsinas, foi das
primeiras a ser descrita em condicfes fisiopatoldgicas caracterizadas por um aumento da
protedlise no muasculo esquelético. Adicionalmente, o musculo contém quantidades
significativas de proteases dependentes de célcio, as calpainas, que se pensa exercerem
uma accao fulcral no processo atrofico [22, 133]. Assim, em combinacdo com uma
inadequada capacidade de traducdo proteica, a sobre-regulacdo destes sistemas
enzimaticos, cada um dos quais podendo actuar sobre diferentes componentes celulares,
podera estar na base da r4pida perda proteica que ocorre em condi¢cdes atréficas [100].
Contudo, a intervencdo destes sistemas degradativos na progressdo da deterioracéo
muscular bem como os factores que regulam o seu envolvimento na ruptura das
diferentes proteinas musculares ndo se encontra, ainda, completamente esclarecida [120,
239].

Outros mecanismos celulares foram recentemente sugeridos no sentido de explicar as
alteracdes morfolégicas, bioquimicas e funcionais subjacentes a atrofia muscular
esquelética. Neste sentido, os processos de morte celular tém sido responsabilizados
pela diminuicdo do tamanho da fibra, dado que foi observado em vérias condi¢cbes
experimentais de atrofia uma diminuicdo do nimero médio de mionucleos por fibra [3, 7].
A compreensédo desta perda remete para a analise dos diferentes tipos de morte celular,
apoptose e necrose [39, 55]. A apoptose e a necrose tém sido considerados como dois
mecanismos de morte celular totalmente distintos, tanto em termos bioquimicos,
morfolégicos como funcionais [55, 71, 95]. A necrose tem sido classicamente descrita
como uma via de morte celular associada a condi¢des lesivas agudas e severas [71].
Esta forma acidental de morte da célula caracteriza-se por uma extensa lise celular,
enquanto que a apoptose, que representa uma forma silenciosa de morte da célula,
encontra-se essencialmente envolvida no desenvolvimento e ha manutencdo da
homeostasia tecidual [7, 95]. No entanto, com a melhoria dos métodos de avaliacdo
destes processos de morte celular constatou-se que existem algumas caracteristicas

bioquimicas e morfoloégicas comuns que podem ser observadas tanto na apoptose como



na necrose [71, 210], pelo que se pode considerar a existéncia de um espectro de
programas de morte da célula sendo as “classicas” necrose e apoptose 0s extremos
desse mesmo espectro [210]. Inclusivamente, alguns autores [95] sugerem a existéncia
de um novo tipo de eliminacdo celular que designaram por “aponecrose”. A complicar
este cenario estd o facto do tecido muscular ser constituido por células pos-mitéticas
multinucleadas contendo milhares de nudcleos. Assim, 0s processos de morte celular
neste tecido deverdo assistir a eliminacdo de éareas da fibra muscular e ndo da sua
totalidade [3, 4, 7]. Esta eliminacao selectiva de mionucleos individuais, sem a destruicao
de todos os nucleos ou da generalidade da fibra constitui um fenbmeno ainda por
esclarecer. No entanto, os processos de morte celular acima descritos, a ocorrer nestas
condicbes deverdo apresentar algumas modificacdes particulares ao tecido em causa [4,
7].

A maioria dos trabalhos acima mencionados, ao procurarem 0s mecanismos moleculares
e bioquimicos inerentes a resposta atréfica focam a sua pesquisa na fibra muscular
minimizando a perspectiva do musculo esquelético como sistema organico, isto é,
diminuem a influéncia de outros tipos celulares que constituem o meio envolvente. Estes
estudos justificam essa opg¢ao na convicgao de que estas células constituem apenas uma
pequena proporcéo, relativamente aos midcitos esqueléticos, no homogeneizado tecidual
[7]. Apesar deste pressuposto, esta tem sido apontada como uma das potenciais
limitagbes destes estudos in vivo [7, 78, 237]. Efectivamente, poucos sao os trabalhos
gue investigam a contribuicdo de outras células para além dos midcitos, na remodelacao
muscular durante o desuso ou inactividade [99, 142]. Os pouco estudos conhecidos
enfatizam o papel dos acontecimentos degenerativos que potenciam o catabolismo
muscular e que geralmente culminam na perda da funcdo tecidual [214, 234]. Neste
contexto € de salientar as alteracbes hemodinamicas da rede capilar envolvidas no ajuste
do fluxo sanguineo a menores exigéncias de oxigénio, decorrente, por exemplo, da
auséncia de carga [99]. No entanto, alguns acontecimentos anabdlicos parecem também
acompanhar a deterioracdo muscular. Neste sentido, alguns autores [16, 142] sugerem
que varias formas de desuso afectam a quantidade e tipo de tecido conjuntivo que rodeia
as fibras musculares. Este aumento de tecido conjuntivo condiciona n&o so6 a flexibilidade
muscular como também o suprimento sanguineo das fibras musculares devido a
espessura das barreiras de difusdo entre os capilares e as fibras musculares [16, 142,
169]. Quando se investiga os acontecimentos celulares que comprometem o equilibrio

homeostatico do musculo esquelético é for¢oso realcar o papel das células satélite, dado



que intervém activamente na remodelacdo muscular [143, 279]. Estas células, que em
circunstancias normais se encontram mitoticamente quiescentes na periferia das
miofibras, seguem multiplos ciclos de proliferacdo em resposta a estimulos especificos
[143, 228, 279]. Em condi¢gBes atroficas, no entanto, a sua capacidade proliferativa
encontra-se drasticamente diminuida [143, 144, 279], o que segundo alguns autores [189]
podera justificar, por exemplo, a interrupcdo do crescimento de musculos esqueléticos
juvenis. Contrariando esta perspectiva, alguns autores utilizando, o0 modelo animal de
interrupcdo do nervo motor, constataram a existéncia de uma intensa proliferacdo de
células satélite numa fase inicial da atrofia induzida pelo modelo experimental referido
[144]. Tal observacédo levanta numerosas incertezas quanto ao envolvimento deste tipo
de células no processo atréfico, particularmente quando se analisam diferentes modelos

experimentais de inducéo de atrofia.

A avaliacdo da contribuicdo dos mecanismos acima descritos torna-se mais complexa
quando efectuada em muasculos com caracteristicas fenotipicas diferentes.
Efectivamente, os processos celulares referidos parecem intervir de forma distinta no
processo atrofico em funcdo do tipo de muasculo analisado [18, 276], apresentando-se
mais exacerbados em musculos posturais [10, 77]. Tal facto parece ser consequente da
maior sensibilidade das fibras tipo | a estimulos atréficos relativamente as fibras tipo I
[128], dado que a exposicdo a microgravidade induz altera¢des significativas na
predominancia de isoformas de miosina de cadeia pesada no muasculo esquelético de
animais e, aparentemente, também de humanos [77]. Esta parece ser a razdo pela qual a
maioria dos estudos que procuram explicar o processo de atrofia muscular esquelética
utiizam mdasculos predominantemente lentos como o soleus. No entanto, esta
aproximacao poderd limitar a perspectiva de andlise das alteracdes que afectam os

musculos esqueléticos em condi¢des de auséncia de carga.

Na tentativa de contribuir para um maior esclarecimento de alguns fenémenos acima
mencionados, o presente trabalho tem como objectivos gerais: 1) avaliar a resposta
atrofica em musculos esqueléticos de ratinho, com caracteristicas fenotipicas distintas,
em situacdes de auséncia de carga por suspensao dos membros traseiros, em diferentes
momentos ao longo de uma semana; 2) analisar as alteracbes de marcadores especificos
de morte celular no musculo esquelético de forma a melhor compreender as estratégias
celulares e moleculares utilizadas por este tecido nos processos adaptativos que

resultam na atrofia muscular; 3) estabelecer as possiveis vias celulares subjacentes a



diminuicdo do tamanho da fibra muscular sob condi¢cdes atroficas; 4) analisar a
contribuigdo relativa dos varios mecanismos celulares com o tempo de indugéo de atrofia;
5) avaliar a capacidade proliferativa dos diferentes tipos de células que constituem o

tecido muscular ao longo de uma semana de suspenséo do animal.
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A atrofia muscular esquelética tem-se constituido, nos Ultimos anos, como um importante
objecto de investigagdo, uma vez que se encontra associada a varias doencas e
patologias, nomeadamente a insuficiéncia cardiaca, a sindrome de imunodeficiéncia
adquirida, a septicemia, a algumas neoplasias, bem como, a alguns determinismos
biolégicos como o envelhecimento [160, 206, 211, 229, 261]. Este processo de
deterioracdo muscular desenvolve-se de forma imediata e drastica e parece ser
condicionado pela actividade proprioceptiva, pela enervagdo motora, pela carga
mecanica, pela realizacdo de ciclos de estiramento/encurtamento e pela mobilidade das
articulacbes [15]. A atrofia muscular caracteriza-se por uma diminuicdo da massa
muscular e do seu teor proteico, do diametro das fibras, da capacidade de producdo de
forca e da resisténcia a fadiga [90, 140]. Embora esta entidade anatomopatol6gica tenha
suscitado uma grande atencéo por parte dos investigadores, o debate dos possiveis
mecanismos celulares e moleculares subjacentes ao seu desenvolvimento continua em
aberto e varias possibilidades tém sido levantadas no sentido de melhor esclarecer o
fendmeno [9, 78]. Neste contexto, o desequilibrio entre as vias de sintese e de
degradacdo, em favor de um aumento da protedlise das miofibrilas, tem sido apontado
por vérios estudos [106, 140, 183, 238]. A diminuicAo do numero mionuclear em
musculos atréficos foi, também, reportada em varias condigdes experimentais, incluindo
no isolamento da espinal medula, em condi¢cbes de microgravidade e na desnervacéo [9].
No entanto, os mecanismos subjacentes a perda de mionucleos ndo estdo ainda
definidos [9, 83], ndo sendo conhecidas as vias reguladoras envolvidas nem de que
forma estes mecanismos se interrelacionam. Dada a relevancia e implicagéo clinica da
atrofia muscular na capacidade funcional e, consequentemente, na qualidade de vida do

ser humano, torna-se fundamental compreender de forma detalhada este processo.

1. Modelos experimentais para o estudo da atrofia m uscular esquelética

Nos ultimos anos tem-se notado um interesse consideravel na compreensao do papel da
carga mecanica, bem como, da actividade neuromuscular na regulacdo das propriedades
estruturais, funcionais e bioquimicas do musculo esquelético. A dificuldade em investigar
estes mecanismos celulares e moleculares subjacentes a atrofia muscular esquelética em
humanos, suscitou o desenvolvimento e optimizacdo de varios modelos que tentam
mimetizar as diferentes condi¢cdes subjacentes ao desenvolvimento da atrofia muscular

em humanos [1, 171, 192, 207]. Assim, os estudos de plasticidade muscular esquelética
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tém geralmente utilizado animais roedores como modelos experimentais. A possibilidade
de controlar rigorosamente as condigfes experimentais bem como o custo relativamente
baixo e a aparente facilidade em utilizar procedimentos invasivos, tém tornado os estudos
com roedores bastante atractivos [18, 83, 113]. Consequentemente, a maioria da
informacgéo existente até a data referente a resposta do musculo esquelético face a
alteracdes agudas e cronicas de carga, a varias condi¢cdes patolégicas e relativas a
terapias seleccionadas advém de estudos realizados com animais de laboratério [18, 65,
113]. Assim sendo, varios modelos experimentais tém sido utilizados com o objectivo de
manipular a funcionalidade neuromuscular e assim induzir uma resposta atréfica. Neste
contexto sdo de salientar os modelos de suspensdo do membro traseiro, de voo espacial,

de isolamento da espinal medula e o de imobilizacéo [120, 171, 192].

1.1. Suspensao do membro traseiro

Este modelo de inducdo de atrofia muscular esquelética foi inicialmente desenvolvido em
1979 com a finalidade de simular um ambiente de auséncia de gravidade, mimetizando o
VOO espacial, e a0 mesmo tempo permitir que os musculos permanecam funcionalmente
activos, livres de se contrair voluntariamente [89, 105, 120, 147, 192, 245, 248]. De facto,
a suspensdo do membro traseiro constitui 0 modelo experimental de elei¢do, aceite pela
comunidade cientifica, para simular o voo espacial, prevendo-se um aumento da sua
utilizacdo com o incremento do tempo de permanéncia dos astronautas em estagdes
espaciais [77, 147, 171, 187, 248, 265]. As alteragbes musculares e sistémicas que
ocorrem nos animais submetidos a este modelo de atrofia assemelham-se bastante as
gue ocorrem em humanos sujeitos a desuso muscular [65]. Neste modelo, a auséncia de
carga pode ser conseguida de duas formas: i) na verséo introduzida por Morey em 1979
[186], o animal é suspenso pela cauda mas com as patas dianteiras apoiadas no chéo,
de modo a permitir a locomocao e o livre acesso a alimento e a agua; ii) na outra versao,
menos utilizada, o animal é suspenso como um todo, o que envolve a utilizacdo de um
dispositivo especifico para o efeito, descrito pela primeira vez em 1980 por Musacchia et
al. [191]. De uma forma geral, 0 modelo de suspensdo do membro traseiro apresenta,
segundo alguns autores [65, 265] algumas limitacdes no que diz respeito ao possivel
stresse induzido pelas condicbes impostas pelo modelo que poderdo condicionar, por

exemplo, o consumo de alimento. Contudo, ndo existem dados que demonstrem que a
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atrofia associada a este modelo esteja associada a um déficit nutricional ou a alteracdo
do metabolismo basal [265].

As adaptacdes fisiolégicas que ocorrem neste modelo sdo semelhantes as observadas
em outros modelos experimentais de uso muscular reduzido, como a desnervacdo e a
imobilizacdo, o que Ihe confere uma utilidade dupla. De facto, se, por um lado, permite
estudar sistemas fisioldégicos sob condi¢des de microgravidade simulada, por outro, as
alteracdes sdo comparaveis a outros modelos com actividade muscular reduzida [187].
Este modelo de hipocinesia e de hipodinamia [265] também se mostrou atil na
investigacdo da resposta fisiolégica de ratos e ratinhos em processos de recuperacao

associados a reposicao da carga [187].

1.2. Voo espacial

O voo espacial constitui, a semelhanga da suspensdo do membro traseiro, um modelo de
activacao reduzida dos musculos posturais [256]. A semelhanca do anterior, as forcas de
reaccdo a gravidade sao eliminadas, permitindo, no entanto, que o0s musculos
permanecam funcionalmente activos [18, 121]. O numero de elementos neurais da
funcdo neuromotora sao rapida e profundamente afectados pelo voo espacial, persistindo
algumas destas adaptacbes durante dias ou mesmo semanas apés o0 voo [84]. O
componente neural parece, assim, possuir um papel decisivo para o detrimento da
performance associado ao voo espacial [84]. As adaptacBes observadas incluem
alteracBes na expressao de proteinas metabolicas, estruturais, e contracteis que ajustam
a funcionalidade do tecido muscular esquelético as novas exigéncias tensionais [1].

Os programas espaciais demonstraram que a atrofia muscular em ratos ocorre
rapidamente, verificando-se reducdes de massa muscular superiores a 37% nhuma
semana [91], apenas nos musculos extensores [187], tendo-se verificado paralelamente,
uma diminuicdo da forga muscular [1]. A oportunidade de estudar em humanos a
resposta atrofica durante e apds o voo espacial tem sido limitada por diversos factores
dos quais se destacam o reduzido numero de tripulantes que geralmente participam
nestes programas e a curta duracdo dos voos espaciais [1]. Adicionalmente, durante
missdes espaciais de longa duracdo, o descondicionamento muscular, definido
essencialmente pela perda de massa muscular e da capacidade de gerar forga, pelo
aumento da fatigabilidade e pelo padrdo anormal de reflexos, pode limitar a capacidade
de trabalho da tripulacdo no espaco. Nestas condi¢es, a fraqueza e a atrofia muscular

sdo particularmente preocupantes aquando da transicdo de um ambiente caracterizado

13



pela auséncia de gravidade para a presenca de forga gravitica, pois o sistema muscular
esquelético tem que rapidamente suportar carga apés ter estado dias ou meses em

condi¢cbes de microgravidade [77].

1.3. Isolamento da espinal medula

O isolamento da espinal medula é um modelo indutor de inactividade que permite estudar
experimentalmente o impacto relativo de um determinado estimulo neural na resposta
muscular [83]. A espinal medula é seccionada a um nivel estratégico, de modo a eliminar
0 controlo espinal neuromotor superior sobre os centros de controlo a jusante da lesdo
[83, 121]. Neste modelo, apesar da actividade eléctrica dos neurénios motores poder ser
reflexamente activada por estimulos sensoriais, a producdo de forca pelos musculos é
dramaticamente reduzida [18]. Os neurdnios motores permanecem intactos pelo que os
musculos podem continuar a ser influenciados por factores neurotroficos. Este é, por isso,
um modelo adequado para compreender a accdo isolada da auséncia de estimulacéo
eléctrica induzida pelo estiramento dos fusos neuromusculares e que se repercute numa
diminuicdo de estimulacdo nervosa [18, 83, 105, 120, 121].

Neste modelo, algumas das propriedades contracteis do musculo sdo seriamente
afectadas, nomeadamente, a tenséo tetanica maxima é significativamente reduzida e a
velocidade de encurtamento maximo é significativamente elevada. No entanto, este
modelo ndo parece afectar de forma significativa a capacidade muscular de resistir a
fadiga [83].

A desnervagdo, por seu lado, constitui-se como um modelo semelhante ao do isolamento
da espinal medula, no qual os sinais eléctricos que chegam as fibras musculares sdo
atenuados e/ou silenciados [83, 121]. Neste modelo, as conexBes musculares nervosas
sdo seccionadas pelo que qualquer influéncia tréfica do neurénio motor ou nervo que
actua no musculo ¢é eliminada ou atenuada. Desta forma, a solicitacdo muscular diminui,

ocorrendo atrofia das fibras musculares [121, 245].
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1.4. Imobilizacado

Um outro modelo utilizado para estudar os mecanismos responsaveis pela atrofia
muscular em humanos é a imobilizagdo de membros a qual pode decorrer de distintos
contextos clinicos. Neste modelo atr6fico, os musculos alvo sdo imobilizados numa
posi¢do fixa por inactivagao/imobilizagdo das articulagbes [16, 120] e desta forma o
musculo pode ser mantido numa posi¢cdo neutra, encurtada ou alongada [120]. Este
posicionamento dos musculos condiciona a resposta atréfica, avaliada, por exemplo, em
termos de reducdo de massa muscular [245]. O grau de atrofia € tanto mais acentuado
guanto mais encurtado estiver o masculo esquelético [139].

Neste processo espera-se que o0s factores condicionantes assumam particular
importancia nas primeiras horas de imobilizacédo [171, 244]. A atrofia muscular associada
a este modelo surge rapidamente, € reversivel e condiciona os diferentes musculos
envolvidos de acordo com o grau de estiramento causado pela posicdo do membro em

causa [para refs. ver 152].

Todos estes modelos de atrofia ttm em comum o facto de limitarem a actividade
desempenhada pelo musculo [121]. A excepcdo do modelo de desnervagdo, nos
restantes modelos experimentais as interac¢fes nervo-musculo séo total ou parcialmente
mantidas, como demonstrado por registo electromiografico crénico [1, 90, 120]. Uma
limitacdo metodoldgica comum dos estudos que recorrem a estes modelos experimentais
advém do facto de as alteracdes na quantidade e padrdo de actividade neuromuscular

serem geralmente assumidas mas raramente avaliadas [83].

2. Alteracdes funcionais gue acompanham a atrofia m uscular esquelética

A diminuicdo de actividade neuromuscular resulta, a curto-médio prazo, na perda de
volume muscular e na reducéo drastica da capacidade de gerar forca [1, 16, 59, 73, 77,
91, 102, 132, 149, 152, 175, 177]. A perda de forca muscular apresenta-se, desta forma,
como uma caracteristica funcional da atrofia [16, 59, 72, 123, 157, 169] e esta
directamente relacionada com a diminuicdo da area de seccao transversal das fibras que
compdem o musculo [16, 83, 92, 123, 149, 175, 259] e com a perda de proteinas
contracteis [72, 77, 175, 259]. Assim, a reducdo de forca muscular constitui uma

manifestacdo mecanica das altera¢des ultraestruturais que ocorrem com a atrofia da fibra
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muscular [248]. A perda de massa pelos musculos atingidos ocorre de uma forma
temporal semelhante a perda de forca [16, 63, 121, 169]. As diminuicdes mais
acentuadas sdo observadas na fase inicial de imobilizacdo (primeiros dias), registando-
se, ao longo do tempo, um declinio progressivo mas mais ligeiro [16]. O grau de atrofia ou
de retardamento do crescimento podera ser também condicionado pelo tipo de musculo
analisado. Os diferentes musculos que compdem o sistema muscular esquelético sao
submetidos a diferentes padrbes de recrutamento e actividade [69]. Por exemplo, o
musculo anti-gravitacional soleus é importante para a manutencao da postura corporal e
€ recrutado para periodos prolongados de actividade a niveis moderados de intensidade.
Em oposicdo, o musculo extensor digitorium longus (EDL) é recrutado menos
frequentemente, preferencialmente para o desempenho de contrac¢des de curta duracéo
e de forca relativamente elevada. Este padrédo de recrutamento diferencial reflecte-se nas
propriedades contracteis, talhadas para satisfazer as exigéncias funcionais impostas a
cada musculo [69]. Em condic¢Bes atréficas, os musculos posturais apresentam alteracdes
superiores comparativamente aos musculos ndo posturais que apenas comportam
pequenas adaptacdes [70, 77, 83, 91, 196]. Entre os préprios musculos posturais existem
diferencas substanciais. Em geral, os flexores plantares (soleus e gastrocnemius)
aparentam o maior decréscimo em volume, seguidos em ordem decrescente pelos
flexores dorsais (tibialis anterior), os extensores do joelho, os flexores do joelho e os
musculos dorso-lombares [77, 196].

Esta resposta diferencial tem sido igualmente observada em fibras isoladas [91, 196]. Por
exemplo, a area de seccao transversal média de fibras que expressam miosina de cadeia
pesada (MHC) tipo | ou que co-expressam MHC tipo | e Il apresentou-se
significativamente menor em musculos soleus de ratos expostos a microgravidade
durante 14 dias comparativamente ao mesmo musculo de animais controlos [196].
Contrariamente, a area de seccado transversal média de fibras que expressam somente
MHC tipo Il ndo parece ser afectada de forma significativa pelo voo espacial [196].
Associada a atrofia ocorrem alteracbes das propriedades contracteis que sado mais
evidentes nos musculos anti-gravitacionais como, por exemplo, no masculo soleus [16,
47, 69] devido a sua composicdo homogénea em fibras de contraccdo lenta [16, 175].
CondicBes de desuso resultam no encurtamento do periodo de contrac¢do, ou seja, 0s
musculos tornam-se mais rapidos [16]. De facto, o0 aumento da velocidade de contrac¢ao
maxima verificado numa situacdo de atrofia em musculos tonicos, parece constituir um

mecanismo que visa a manutencao de um output maximo de forca por unidade de tempo,
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de modo a permitir um nivel adequado de capacidade locomotora no caso de restauracao
da mobilidade [258].

A importédncia da actividade contractii na determinacdo do fendétipo muscular é
vastamente reconhecida [92]. Esta resposta reflecte-se no teor das varias isoformas de
miosinas e nas alteracbes das isoenzimas de LDH (lactato desidrogenase), adquirindo
um fenotipo de masculo de contracgdo rapida [16, 242]. Um comportamento semelhante
foi detectado em musculos soleus apos periodos prolongados de isolamento da espinal
medula [83]. A extensdo e modalidade da actividade neuronal é crucial na regulacdo das
propriedades contracteis [92].

Em vérios estudos efectuados com o modelo animal foi observado um aumento da
velocidade de encurtamento das fibras de contraccéo lenta apds auséncia de carga [63,
64, 77, 91]. Experiéncias com humanos e com ratos demonstram, ainda, de forma
consistente, que a velocidade maxima de encurtamento aumenta com o voo espacial [47,
91, 123, 258] enquanto que a tensao tetanica e a tensao especifica (isto €, a razdo entre
a tensdo teténica e a area de seccéo transversal da fibra) decrescem devido a uma
diminuicdo da concentracdo de proteinas miofibrilares e a um aumento de material ndo
contractil [16, 77, 142, 169, 175]. Mais ainda, ap0s suspensdo do membro traseiro foi
observada uma reducéo em cerca de 50% da concentracdo proteica miofibrilar acoplada
a inducdo de lesBes centrais nas fibras de soleus atrofiadas [175]. No entanto, este
decréscimo do teor miofibrilar associado & microgravidade parece ser selectivo, com uma
maior perda de actina relativamente a de miosina. As pontes cruzadas das miosinas com
os filamentos de actina desacoplam-se mais prematuramente [91, 248], o que explica as
alteracOes observadas para a tenséo tetanica das fibras musculares [175, 248].

O aumento da fatigabilidade constitui outra das consequéncias funcionais da atrofia
muscular [16, 69, 77, 83, 114, 123, 149, 258, 275]. Este aumento é muitas vezes
atribuido a uma diminui¢cao do potencial metabdlico das fibras individuais [70, 77, 83]. No
musculo soleus de rato constatou-se um acoplamento entre o aumento da fatigabilidade,
0 aumento da velocidade de deplecéo de glicogénio e o declinio da capacidade oxidativa
de &cidos gordos de cadeia longa apds suspensdo do membro traseiro. Estes resultados
sugerem que, em condi¢cdes de auséncia de carga, ocorre uma alteracdo no padrdo de
utilizacdo do substrato energético pelas fibras lentas para o caracteristico das fibras de
contraccao rapida [77, 114]. Outros sinais de fadiga induzida por condi¢cBes atroficas sdo
a necessidade em recrutar um maior nimero de unidades motoras e/ou pela maior
frequéncia de excitacdo requerida para desempenhar um dado tipo de tarefa motora [83,

258]. A resisténcia a fadiga parece estar também associada ao teor mitocondrial das
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fiboras que compbem as unidades motoras que, embora condicionado por factores
intrinsecos a fibra, parece também ser regulado por alteragbes da actividade
neuromuscular [83].

Talmadge et al. [258] sugerem que a expressdo de isoformas MHC mais réapidas (IIB e
IIX), observada numa situacdo de atrofia, conduz a uma maior utilizagdo de ATP por
unidade de forca gerada, contribuindo, assim, para a maior susceptibilidade a fadiga.

A atrofia preferencial das fibras de contrac¢do lenta também parece contribuir para um
aumento da fatigabilidade dado que as fibras tipo | tém uma maior capacidade em manter
no tempo o balanco energético e, consequentemente, os niveis de forca relativamente as
fibras tipo 1l [47, 49].

A actividade eléctrica dos musculos atrofiados diminui drasticamente [16, 92, 275],
afectando as propriedades bioguimicas e funcionais do musculo [66, 265]. Na suspensao
do membro traseiro foi observado uma diminuicdo do registo electromiografico (EMG) de
eléctrodos intramusculares nos muasculos de contraccao lenta [66, 196]. Também foi
verificado em condi¢cdes atréficas, uma reducdo da actividade electromiogréfica de
muasculos com caracteristicas mais rapidas como o gastrocnemius [132, 196]. Estas
observacdes sugerem que uma das potenciais causas da atrofia muscular é a diminui¢ao
no nivel de activacdo do musculo [196]. No entanto, o registo EMG recupera
gradualmente, para niveis normais, ao fim de alguns dias de auséncia de carga,
enquanto que a resposta atréfica continua a progredir [66, 196]. Edgerton et al. [82]
mediram a actividade electromiografica em astronautas e constataram que a actividade
do soleus apresentava valores mais elevados durante o voo espacial comparativamente
aos valores obtidos antes ou ap6s 0 mesmo, enquanto que a actividade do
gastrocnemius permaneceu inalterada. Estes resultados sugerem claramente que a
atrofia induzida pela auséncia de carga ndo pode ser apenas atribuida ao desuso

muscular por si s6 [82, 91, 196].

Os musculos atrofiados estdo ainda sujeitos a um maior risco de lesao face a qualquer
situacdo de emergéncia que requeira forca muscular [36, 91]. Numa situacdo de
microgravidade ocorre uma perda continua de proteinas musculares, essencialmente nos
muasculos que desempenham uma funcdo anti-gravitica [91, 246, 275]. Efectivamente,
nos astronautas tem sido registada uma elevada incidéncia de lesGes [91]. Foram
analisados musculos soleus e adductor longus de rato extraidos durante o voo espacial e
ndo foram detectados sinais de lesdo miofibrilar, 0 que sugere que a lesdo muscular

associada ao voo espacial constitui uma condigdo pds-voo resultante da realizagdo de
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contracgbes excéntricas durante a reposicdo de carga, num ambiente gravitacional
normal [91]. Castro et al. [49] observaram um aumento da vulnerabilidade a leséo
muscular induzida pelo exercicio, em humanos e ratinhos, ap6s um curto periodo de
auséncia de carga. A etiologia deste aumento de sensibilidade a lesdo celular apés
condi¢cbes de microgravidade € desconhecida embora varias hipéteses tenham sido
levantadas. Por exemplo, esta propenséo a lesédo poderd estar relacionada com a atrofia
da fibra muscular e com a perda selectiva da proteina contractil actina [90, 91]. Outras
possibilidades incluem alteragcdes em proteinas do citosqueleto como a titina, a desmina
e/ou no complexo distrofina-glicoproteina [91]. A titina parece estar envolvida no
estabelecimento da tensdo de repouso e na orientacdo dos filamentos de miosina [91]. A
ruptura da desmina e/ou a reduc¢do ou auséncia de um Unico componente do complexo
distrofina-glicoproteina podera resultar numa maior susceptibilidade do sarcolema a lesao
induzida pela contraccao [54, 91]. As potenciais consequéncias funcionais e estruturais
das alteracBes no teor relativo destas proteinas é de grande interesse. A importancia das
proteinas do citosqueleto pode ser ilustrada pelas consequéncias de defeitos em uma ou
varias proteinas que resultam na ruptura da arquitectura muscular, na degeneracdo da
fibra e necrose tecidual como demonstrado com modelos de distrofias em humanos e
animais, por exemplo com ratinhos mdx, com ratinhos knock out em desmina ou em ¢ e
a-sarcoglicano [54]. Adicionalmente, o aumento simultdneo de rarefaccdo Ossea
observada numa situacdo de atrofia muscular [59, 94] dificulta e prolonga

consideravelmente os periodos de reabilitacdo [59, 275].

A concentracdo plasmatica de algumas proteinas sarcoplasmaticas ou miofibrilares €,
normalmente, utilizada para estimar a ocorréncia de lesdo do musculo esquelético e a
sua magnitude [240], salientando-se a creatina cinase (CK), a aspartato
aminotransferase, a lactato desidrogenase, a mioglobina e a troponina [149]. O aumento
dos seus niveis plasmaticos constitui uma indicacdo de que as células musculares
atingidas perderam a capacidade de regular a permeabilidade da membrana celular a
estas proteinas [150]. Dos referidos, a CK é um dos marcadores mais usados na clinica
para diagnostico de lesdo muscular [150]. Numa situacdo de atrofia, como por exemplo
na imobilizacdo, a expressdo de CK aumenta, o que a torna um bom marcador da
adaptacao do musculo esquelético ao desuso [63], sendo por isso 0 mais frequentemente
utilizado [240]. No entanto, a troponina | (Tnl) tem sido referida como um marcador de
lesdo mais especifico na deteccdo de lesdo do musculo esquelético (sTnl) e cardiaco

(cTnl) [149]. Esta proteina tem sido mais utilizada na monitorizagdo de lesdes ao nivel do
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musculo cardiaco apesar de existirem estudos que validam a sua aplicagdo ao nivel do
musculo esquelético e a consideram o marcador de lesdo mais adequado dada a sua

especificidade [240].

3. Alteracoes histolégicas

A atrofia da fibra muscular caracteriza-se histologicamente por uma diminuicdo de volume
da propria fibra, geralmente acompanhada por diferentes altera¢des do volume dos varios
organelos celulares e dos componentes do citoesqueleto apesar das repercussfées serem
diferentes. Nomeadamente, foi registada uma diminuicdo mais acentuada do volume
miofibrilar relativamente aos volumes mitocondrial e do reticulo sarcoplasmatico [47, 139].
As fibras lentas oxidativas apresentam, quando sujeitas a estimulos atréficos, fibrilas
desintegradas, com expansdo do material das linhas-Z para as bandas | adjacentes [16,
54, 149] e lesao mitocondrial [16, 47]. As mitocéndrias tornam-se menores, de forma mais
globular e com poucas cristas [169]. Parece verificar-se, igualmente, um aumento da
relagdo entre o volume de mitocondrias intermiofibrilares / subsarcolemais [73]. A medida
que a é&rea de seccdo transversal da fibra diminui, os nucleos encontram-se mais
frequentemente no centro das fibras [149, 169] e a rodear alguns destes observam-se
halos de citoplasma sem miofibrilas [149, 169]. A condensacdo e a fragmentacdo da
cromatina nuclear sdo também observadas nas fibras atroficas [16, 169, 237]. O reticulo
sarcoplasmatico torna-se mais irregular e perde a sua intima relagdo com os tabulos T
gue naturalmente ocorre ao nivel das transicées de bandas anisotropicas — isotropicas
[169]. O numero de sarcomeros funcionais em paralelo, aparentemente, tem tendéncia a
diminuir [47, 149].

A reducdo progressiva da razdo capilar/fibra muscular, caracteristica do processo
atrofico, pode induzir ou contribuir, pelo menos em parte, para a degeneracado das fibras
musculares existentes [99, 169, 174]. Kano et al. [148] constataram que a atrofia,
decorrente da suspensdo do membro traseiro em ratos, € acompanhada por uma
diminuicdo do didametro luminal capilar bem como por uma reducdo do niumero absoluto
de capilares. Também Edgerton et al. [84] registaram uma diminui¢cdo significativa do
namero de capilares nos diferentes tipos de fibras (I, II1A e 1IB) ap6és 11 dias de voo
espacial. Estas alteracGes associadas a situa¢cfes atrdficas podem ocorrer tanto ao nivel
do numero como do diametro e/ou da tortuosidade dos capilares [99]. A adaptacdo

estrutural da rede capilar para uma configuragéo linear € uma consequéncia morfolégica
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relevante da atrofia muscular, dado que pode limitar a capacidade de distribuicdo de
oxigénio [99]. Contrariamente a esta perspectiva, Dedkov et al. [68] registaram, apos 25
meses de desnervacdo, evidéncias de activagdo da maquinaria molecular interveniente
no crescimento capilar e remodelagdo vascular, isto é, de angiogénese reparativa no
musculo esquelético. Esta discrepancia de manifestagdes vem dificultar a compreenséo
da resposta muscular a distintas condi¢fes atroéficas.

A intima associagdo dos elementos contracteis (fiboras musculares) com o tecido
conjuntivo circundante é importante para a manutencao da integridade e funcionalidade
do musculo esquelético [142]. As alteracBes qualitativas e quantitativas no tecido
conjuntivo induzidas por estimulos atroficos estdo bem caracterizadas [16, 142]. Caiozzo
et al. [47] observaram um aumento do tecido conjuntivo ou fluido intersticial no masculo
soleus apOs o voo espacial. Jarvinen et al. [142] reportaram um aumento de tecido
conjuntivo intramuscular em varias condicfes patoldgicas, por exemplo, observaram
aumentos superiores a 50-700% durante a imobilizacdo, a tenotomia ou na desnervacao.
Decorrente desta elevada proliferacdo de tecido conjuntivo, aumenta o espacamento das
fibras musculares e pelo facto de ser um tecido pouco vascularizado, a densidade capilar
tende globalmente a diminuir no musculo. Este aumento de &reas densas de colagénio, a
rodear as fibras musculares e os fasciculos dos musculos atroficos, sugere que as fibras
de colagénio podem actuar como uma barreira fisica a troca de materiais entre 0s
capilares e a fibra e a reinervacéo das fibras musculares [139, 142, 169].

Na desnervacdo de musculo de rato e ratinho adulto foi também detectada proliferagéo
de células satélite [227]. A morfologia das células satélite em musculos desnervados
sugere que muitas destas células abandonam o seu estado quiescente tornando-se
activas e potencialmente disponiveis para a restauracdo das fibras musculares atroficas
existentes ou para a regeneracdo de novas fibras musculares [169, 184, 228, 279]. No
entanto, esta observagdo contraria a maioria dos trabalhos realizados com outros
modelos experimentais de atrofia muscular que descrevem uma acentuada diminui¢do do
potencial proliferativo destas células [143, 144, 184, 279]. Por exemplo, Darr et al. [66],
registaram uma diminuicdo do numero e da actividade proliferativa das células satélite
apenas apoés 3 dias de suspensdo do membro traseiro nos musculos soleus e extensor
digitorium longus (EDL) de rato. Esta diminuicdo do teor em células satélite e do seu
potencial proliferativo, podera explicar a interrupcdo do crescimento muscular observado
em condicbes atroficas [189], bem como parece estar subjacente a diminuicdo da
capacidade adaptativa e regenerativa que se observa, por exemplo, com o

envelhecimento muscular [211].
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Um aumento de gordura e de fagdcitos no espaco intersticial também tem sido associada
a atrofia [16, 149]. A infiltracdo de fagdcitos tem sido encontrada raramente nas primeiras
fases de atrofia [139, 152], sendo sobretudo registada pouco tempo apos a reposi¢ao da
carga [97, 190].

4. Alteracoes fenotipicas de proteinas funcionais

A exposicdo a microgravidade induz altera¢cBes intensas na composicao das isoformas de
miosina de cadeia pesada (MHC) em animais e, aparentemente, também em humanos
[18, 77, 123]. A miosina € qualitativamente e quantitativamente a molécula mais
importante do musculo esquelético [176]. Sob condicbes de desnaturacdo cada molécula
de miosina dissocia-se em seis polipéptidos: duas miosinas de cadeia pesada (MHC) e
quatro miosinas de cadeia leve (MLC) [201] (figura 1). As isoformas de MHC pelo facto de
possuirem um local de ligacdo ao ATP parecem ter um papel determinante nas
diversidade das fibras encontradas no tecido muscular esquelético [19, 33, 202]. De facto,
as isoformas de MHC, embora apresentem apenas pequenas variacbes na sua
composicdo de aminoacidos, estas, sdo suficientes para estabelecer propriedades

estruturais, funcionais e enzimaticas diferentes entre tais proteinas [19].

MHC

&

MLC essencial

MLC reguladora

-

Figura 1. Esquema da estrutura da molécula de miosina. A miosina é um
hexamero constituido por 2 miosinas de cadeia pesada (MHC) e 2 miosinas de
cadeia leve (MLCs) alcalinas ou essenciais e 2 MLCs reguladoras ou fosforilaveis
(adaptado de Schiaffino e Reggiani [225]).

As seis isoformas das cadeias pesadas (MHCs) que predominam no musculo esquelético
incluem duas isoformas expressas durante o desenvolvimento e a regeneracdo muscular
(MHC embrionéria e MHC neonatal) e quatro isoformas expressas durante a vida adulta
(MHC lla, MHCIIb, MHCIIx/d e MHCb ou I) [233]. Estas isoformas foram identificadas, a

nivel proteico, pela respectiva mobilidade num gel de electroforese em condi¢cbes
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desnaturantes e pela reactividade a uma série de anticorpos monoclonais especificos
para as MHCs [19, 46, 259]. As diferentes isoformas MHC apresentam ainda
propriedades bioquimicas diferentes, nomeadamente ao nivel das caracteristicas da
ATPase, que condicionam as propriedades funcionais intrinsecas das miofibras
individuais nas quais sdo expressas, constituindo-se por isso, a base molecular da
diversidade funcional das fibras musculares [18, 19, 105]. A expresséao singular de cada
uma destas isoformas € especifica do tipo de fibra e depende das caracteristicas
funcionais do tipo de musculo [105, 256]. De uma forma geral, as fibras tipo | séo
compostas por MHC | [19, 47, 256], tipica das fibras resistentes a fadiga, e sao
caracterizadas por um baixo consumo de ATP e por uma reduzida velocidade de
encurtamento [19, 47]. Mdsculos de contraccdo lenta, como 0 soleus, expressam
predominantemente esta isoforma de MHC e tém um papel destacado na funcdo anti-
gravidade [18, 123]. As fibras tipo IIA e 1IB sdo constituidas por MHC lla e llb,
respectivamente [19, 47, 256, 270]. Estas isoformas rapidas sdo caracteristicas das fibras
que apresentam um elevado consumo de ATP, uma maior velocidade de encurtamento e
sdo mais fatigaveis [19, 47, 270]. As fibras tipo IIX s&o constituidas por isoformas MHC
[Ix. Nos humanos e nos gatos, a isoforma MHC Ilb ndo é expressa pelo que ndo se
observam fibras do tipo 1IB [256]. Os musculos de contraccdo rapida como o complexo
gastrocnemius-plantaris, o vastus, o extensor digitorium longus e o tibialis anterior
expressam predominantemente as duas isoformas rapidas, lIx e Ilb, em propor¢cdes
variaveis dependendo do musculo, da regido do muasculo e da espécie animal [18]. Em
contraste, os musculos humanos rapidos como o vastus lateralis expressam uma mistura
dos trés tipos de isoformas, em proporcdes condicionadas pelo nivel de treino do
individuo [18]. Para além desta isoformas de MHC, durante o desenvolvimento muscular
e nos processos de regeneracdo muscular, pode-se observar a expressao das isoformas
de MHC embrionéria e neonatal [170, 226].

Adicionalmente as fibras que contém apenas uma das isoformas MHC, o musculo
esquelético adulto também possui uma grande quantidade de fibras “hibridas” que co-
expressam duas ou mais isoformas MHC [12, 18, 46, 118, 203, 256]. Em alguns
musculos podem existir mais de dez tipos diferentes de fibras musculares, podendo as
fibras polimorficas representar colectivamente a maioria das fibras [46]. A descoberta
deste tipo de fibras, reflecte a heterogeneidade na expressao de MHCs dentro da mesma

fibra muscular [241].
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Pelo facto de cada uma das cadeias pesadas de miosina se combinar com duas cadeias
leves (MLCs), uma essencial ou alcalina e outra reguladora ou fosforilavel [111] (figura 1),
e de ambas as subunidades serem expressas como varias isoformas, estas terdo assim
uma contribuicdo adicional para a heterogeneidade das fibras musculares. De facto,
existem numerosas combinagdes possiveis entre as isoformas de MHC com as isoformas
de MLC, quer as reguladoras (MLC2) quer as essenciais (MLC1 e MLC3), resultando em
diferentes moléculas de miosinas [201]. As isoformas de MLC embora ndo desempenhem
qualquer papel na actividade enzimética das miosinas apresentam um contributo

importante nas propriedades contracteis [273].

Uma caracteristica exclusiva do musculo é a sua capacidade de adaptacéo a diferentes
exigéncias funcionais por alteracdo da expressdo dos componentes contracteis [18, 19,
105]. De facto, a expressdo das isoformas MHC é altamente plastica e sensivel a
variacbes de carga, de estimulacdo nervosa, dos niveis de hormonas tiroideias e dos
factores relacionados com a actividade/inactividade mecanica [18, 46, 47, 63, 105, 119]

(figura 2).

Factores independentes
da actividade neural Factores
(neurotroéficos) mecanicos

Factores Factores metabélicos
dependentes da
actividade neural

Factores hormonais

Factores genéticos
intrinsecos ao musculo

Fenotlpo da
flbra

Figura 2: Diagrama ilustrativo dos mudltiplos factores interactivos que influenciam o
fenotipo da fibra muscular esquelética. As linhas que ligam as diferentes fontes de
controlo exemplificam as multiplas combinagdes de controlo que podem ser exercidas
(adaptado de Edgerton et al. [83]).
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Talmadge et al. [259] observaram que tanto a suspensdo do membro traseiro como o Voo
espacial induzem, no musculo soleus de rato Wistar, um aumento da propor¢ao de fibras
contendo MHC tipo Il em detrimento das tipo |. Posteriormente, Cros et al. [63], para além
de confirmarem estas alteragbes no teor das isoformas MHC no mdasculo soleus,
sugeriram ainda que a resposta deste musculo a auséncia de carga € um processo
continuo, verificando-se que as curvas de variagdo da percentagem de isoformas MHC
ndo estabilizam mesmo apds 4 semanas de suspensdo do membro traseiro. Caiozzo et
al. [47] ndo registaram alteracfes na expressao de MHC tipo Ilb no plantaris e no tibialis
anterior de ratos apos 14 dias de exposicdo a microgravidade. Efectivamente, estas
adaptacBes envolvem maioritariamente a sub-regulacdo da MHC tipo | com a
concomitante expressao de novo de MHC tipo IIx [18, 77, 92, 123, 193, 259]. De uma
forma geral, as transi¢coes na expressao das isoformas MHC ocorrem na sequéncia MHC
(I® lla® lld(x) ® IIb) [18, 19, 47, 251, 258] e parecem ser afectadas pela idade, sendo
mais evidentes em ratos jovens [220]. A presenca de fibras musculares hibridas
expressando uma combinacdo de isoformas MHC aumenta paralelamente a reposta
atrofica [10, 77, 123]. O significado deste polimorfismo das MHC em fibras individuais néo
€ conhecido; possivelmente estara associado a uma transicdo MHC mais eficiente em
musculos sujeitos a alteracdes de exigéncias funcionais [18, 46]. Tal polimorfismo das
MHC podera ser caracteristico de fibras com elevado potencial adaptativo, capazes de
alterar eficazmente o padré@o fenotipico face a novas imposi¢Bes funcionais [18]. Este
padrdo de distribuicdo (em oposi¢do ao modelo monomorfico) poderd, hipoteticamente,
minimizar as consequéncias funcionais das transicbes entre isoformas MHC por
manutencédo da capacidade do musculo em produzir trabalho e forca mecéanica [46].

A transicao fenotipica de isoformas MHC lentas para rapidas aponta para a existéncia, na
fibra individual, da maquinaria genética necessaria para a expressdo simultanea das
vérias isoformas MHC [19, 105]. Estudos recentes reportam a existéncia de um segmento
de 400 pares de bases, a montante do local de iniciagdo, no promotor do gene MHC tipo |
altamente sensivel a estimulos relacionados com a auséncia de carga [105]. A regulacdo
pés-transcripcional também podera explicar a diminuicdo dos niveis de MHC lla apesar
dos niveis de mRNA continuarem a aumentar em situacdes de auséncia de carga [132,
251]. Talmadge et al. [259], verificaram um aumento do teor de MHC tipo lIx em soleus
de ratinho apos a suspensdo do membro traseiro, coexiste com um aumento do nivel de
MRNA, o que também sugere o envolvimento de processos reguladores ao nivel desta

biomolécula.
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A complicar este cendrio esta a presenca de centenas ou mesmo milhares de nucleos por
fibra. Desconhece-se se a coexpressdo MHC resulta da coexpressao de todas as MHCs
por todos os mionucleos, se é devida a uma expressdo heterogénea das diferentes
MHCs por diferentes mionacleos ao longo da fibra ou se ainda, € o resultado da
conversdo de todos os mionucleos para expressdo da nova MHC, antes da degradacao
completa da MHC original [10]. Se todos os mionucleos tiverem padrfes de expressao
genética idénticos entdo o polimorfismo podera ser consequente da expressdo de
multiplos genes MHC de um dado miondcleo. Contudo, a expressao genética podera
diferir entre os miondcleos da mesma fibra. A suportar este hip6tese foi constatada uma
variacdo segmental na expressao de isoformas MHC e na actividade ATPase em fibras
musculares esqueléticas de ra [46].

Os resultados de Allen et al. [10] sugerem que, aproximadamente 19% das fibras dos
animais submetidos a voo espacial, expressam alguma MHC neonatal nas fibras que
também expressam isoformas MHC caracteristicas do musculo adulto. Porque estas
fibras ndo séo significativamente diferentes em tamanho das fibras controlo, € provavel
gque sejam fibras reexpressando MHC neonatal. Esta reexpressédo de uma isoforma MHC
de desenvolvimento pode ser devida a fusdo de células satélite as fibras existentes,
embora esta possibilidade ndo seja defendida por alguns autores, que sugerem que a
expressdo de MHC neonatal reflecte uma reexpressdo de mionucleos adultos existentes
[10]. Por exemplo, Dupont-Versteegden et al. [81] defendem que 0s sinais que promovem
a activacao das células satélite numa situacdo de isolamento da espinal medula séo
pouco evidentes dado que n&o ocorre uma lesdo muscular exuberante. Mozdiak et al.
[190] verificaram que a suspensdo do membro traseiro reduz a actividade mitética das
células satélite, inibe a expansdo do tamanho da unidade de DNA e induz a atrofia no
musculo esquelético.

Stevens et al. [250] utilizando como modelo experimental, a suspensdo dos membros
traseiros em ratos Wistar, para além de estudarem as alteracbes na expressdo da
isoformas de MHC, avaliaram igualmente as modificagcdes no perfil das MLC. Neste
estudo, estes autores observaram quer em muasculos soleus quer em musculos
gastrocnemius, alteracdes na expressao das isoformas de MHC no sentido de uma maior
gquantidade na expressdo das isoformas de MHC rapidas. Adicionalmente, verificaram
que também em ambos o0s mdusculos estas alteragbes no perfil de MHC eram
acompanhadas de um aumento na expressao de MLC1f em detrimento da isoforma de
MLC1s. Relativamente a expressdo da isoforma de MLC3f constataram que esta apenas

se encontrava elevada quando ocorria um aumento na expressao das isoformas de MHC
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Ild e de MHC Ilb. Outro estudo, desenvolvido por Bozzo et al. [41] e utilizando 0 mesmo
modelo experimental, evidenciou, adicionalmente as alteracdes fenotipicas atras
mencionadas, um aumento do grau de fosforilagdo das isoformas de MLC2 no musculo

soleus.

O calcio parece ter um papel importante nas adaptacdes fenotipicas observadas no
musculo esquelético. De facto, alteragdes na concentracdo de Ca** muscular funcionam
como sinais que conduzem a modificacbes ha expressao de genes musculares, como
demonstrado pela via dependente da calcineurina (Ca?* - calmodulina / fosfatase) [32]. A
calcineurina parece estar envolvida na sobre-regulacdo de genes associados as fibras de
contraccdo lenta e, consequentemente, na regulacdo das propriedades fenotipicas
(incluindo o tamanho da fibra e as propriedades contracteis) das fibras musculares [182,
242]. A activacao desta fosfatase induz a desfosforilacdo do factor NFAT (nuclear factor
activating T-cells) que apos ser transportado para o nucleo, liga-se a regides promotoras

dos genes gue codificam para proteinas especificas de fibras de contraccdo lenta [182].

Este “mosaicismo” de dominios dificulta a compreensé@o do papel dos factores neurais,
hormonais e mecéanicos na regulacdo do gendétipo e fen6tipo muscular esquelético [46].
Mais ainda, a forma como os factores reguladores afectam a expressdo do(s) gene(s)
MHC bem como a divergéncia de mecanismos reguladores entre os diferentes modelos
de atrofia muscular esquelética, dado que as manipula¢cdes impostas podem estimular
diferentes vias sinalizadoras, constituem questdes ainda por esclarecer [18, 105]. Apesar
destas dificuldades, o conhecimento detalhado da composi¢cdo da fibra muscular em
isoformas MHC podera ajudar a compreender de que forma é que o padrdo MHC da fibra
muscular condiciona certas propriedades contracteis, como a velocidade maxima de

encurtamento, e as propriedades intrinsecas geradoras de forca [258].

5. Alteracdoes metabdlicas

O processo de remodelacdo do muasculo esquelético com o desuso envolve outros
factores para além da transicdo de fibras de contraccéo lenta para contraccdo rapida,
sendo igualmente acompanhado, por exemplo, por alteracbes metabdlicas das quais se
destacam modificagdes ao nivel do substrato energético utilizado no sentido de um

aumento da activacao da glicélise, diminuicdo da capacidade de oxidacdo de lipidos e
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sua consequente acumulacdo [63, 92, 247]. A actividade de enzimas metabdlicas
musculares, como a creatina kinase (CK) ou a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), encontra-se significativamente aumentada no musculo soleus imobilizado,
dando indicacdo do elevado potencial anaerébio e da baixa resisténcia a fadiga que este
musculo adquiriu em resposta ao estimulo atréfico [63, 77, 84, 265]. De facto, numerosos
estudos [92, 155, 253] tém demonstrado que musculos submetidos a estimulos atroficos
apresentam um aumento relativo da utilizacdo de glucose como fonte energética. Esta
observacao ocorre tanto em muasculos de contrac¢do lenta como o soleus, como em
musculos de contraccdo rapida como o tibialis anterior [51]. Neste sentido, tém sido
observados incrementos da actividade de enzimas glicoliticas como a hexocinase e a
piruvato cinase em musculos de ratos submetidos a suspensdo do membro traseiro [253].
A alteracdo do metabolismo no musculo esquelético em favor do aumento da actividade
glicolitica é acompanhada por uma mudanca da disponibilidade de glucose hepética, o
que sugere a existéncia de um acoplamento entre 0 metabolismo de glucose no musculo
e no figado. A alteracdo do metabolismo de glucose muscular parece estar relacionada
com a disponibilidade de substrato via aumento de gluconeogénese hepatica [247]. Estas
adaptacdes metabdlicas parecem preceder as alteragdes estruturais no musculo
esquelético em resposta a alteracdes de carga [247]. Contudo, as adaptacdes
metabdlicas mitocondriais do musculo esquelético ao desuso apresentam-se
inconsistentes e ainda pouco compreendidas [60]. Por exemplo, os niveis de 3-
hidroxiacil-CoA desidrogenase diminuem no musculo soleus ap6s 7 dias de voo espacial
mas ndo sofrem alteracbes nos musculos vastus lateralis e vastus intermedius apés 9
dias numa situagcdo de microgravidade [244]. A reducg&o progressiva da actividade da 3-
hidroxiacil-CoA desidrogenase e de outras enzimas como a citrato sintetase, a malato
desidrogenase e a succinato desidrogenase também foi observada no soleus apés 3 a 46
dias de inactividade, o que podera sugerir, entre outros efeitos, uma diminuicdo da
capacidade de producéo de ATP a nivel mitocondrial [92]. No entanto, outros estudos ndo
registaram alteracfes da actividade destas enzimas em condi¢des atroficas [91, 247]. Por
exemplo, Edgerton et al. [84] ndo observaram alteracdes na actividade da succinato
desidrogenase e da malato desidrogenase em musculos de animais submetidos a
situacBes de auséncia de carga.

Uma evidéncia ancid no ambito das alteracdes metabdlicas face a condi¢cdes de
microgravidade € a substituicio de proteina muscular por lipidos [102, 247] e, em
algumas situacbes, por glicogénio [247]. A acumulacao de triglicerideos em musculos

atrofiados foi constatada em situacdes de acamamento de humanos, de voo espacial em
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humanos e ratos, de suspensdo do membro traseiro e associada ao envelhecimento
[247]. Esta acumulacdo de gordura no tecido muscular esquelético esta relacionada com
a reduzida capacidade que os musculos, em condi¢Bes atroficas, possuem para oxidar
acidos gordos. De facto a b-oxidacdo dos acidos gordos encontra-se, igualmente,
diminuida em situa¢cdes de acamamento e de envelhecimento, como evidenciado pelo
decréscimo da actividade da 3-hidroxiacil-CoA-desidrogenase, uma enzima chave neste
tipo de metabolismo [247]. Alguns autores [91, 247] tém explicado esta alteracdo no
catabolismo lipidico através do incremento da acetil-CoA e da malonil-CoA paralelamente
a elevada actividade glicolitica observada em musculos em situacbes de auséncia de
carga. De facto, a malonil-CoA em elevadas concentracfes parece ser responsavel pela
inibicdo da carnitina-palmitoil-transferase (CPT [) impedindo assim o transporte dos
acidos gordos para a matrix mitocondrial e, consequentemente, a sua oxidacéo [91, 247].
Adicionalmente, foi observado apds o voo espacial um aumento da actividade média da
ATPase miofibrilar das fibras tipo Il e num aumento da actividade da a-glicerol-fosfato
desidrogenase (GPD) em cerca de 80% em fibras tipo | [84]. No musculo gastrocnemius,
gue é solicitado para manter a postura e para realizar exercicio de baixa e de elevada
intensidade, verificou-se um aumento da expressao de enzimas, quer para a fosforilagdo
oxidativa (subunidades | e Ill da citocromo oxidase, citocromo b e subunidade 6 da
ATPase), quer da glicélise (GAPDH, fosfoglicerato mutase e aldolase A). A creatina
cinase, que catalisa a rapida disponibilizacdo de energia, foi igualmente bastante
expressa neste musculo em condicdes atroficas [63, 231, 244]. St-Amand et al. [244]
verificaram ainda, uma diminuicdo da expressdo genética de enzimas envolvidas na
producdo oxidativa de ATP tais como as subunidades b, d, g da ATP sintase e da
subunidade VIII-h da citocromo c oxidase, entre outras. Assim, dada a diminuicdo do
fornecimento de energia por via oxidativa, o fluxo glicolitico parece ainda ser aumentado
pela diminuicdo da actividade da fosfatase 1, que inactiva a fosforilase, enzima
responsavel pela degradagéo do glicogénio a glucose [244].

De uma forma geral, estes estudos sugerem que as condi¢Bes de atrofia induzem uma
alteracdo do metabolismo aerdbio para o anaerdébio, com aumento do contributo da

degradacéo de substratos energéticos pela via glicolitica em detrimento da via oxidativa.
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6. Fisiopatologia da atrofia muscular esquelética

Os mecanismos de adaptacao celular sdo da maior relevancia na definicdo da resposta
muscular a alteracdes de actividade contractil. As fibras musculares sao estruturas
celulares multinucleadas pdés-mitéticas, e oferecem a possibilidade de regulacdo da
expressdo proteica ndo sO por modificacdo diferencial do padrdo e/ou quantidade de
expressao genética mas também por alteracdo no numero total de miondcleos
disponiveis para essa mesma expressdo genética. Neste contexto, 0S processos
proteoliticos e de morte celular, sem descurar as vias sinalizadoras aos quais estdo
acoplados, parecem assumir a maior relevancia na explicacdo da ocorréncia e
progressao da resposta muscular atrofica. Deste modo, segue-se uma andlise da
literatura relativa a manifestacdo destes fendmenos fisioldgicos em condi¢Bes indutoras

de atrofia muscular.

6.1. AlteracOes anabdlicas vs catabdlicas

As fibras musculares esqueléticas estdo sujeitas a stresses mecéanicos e metabolicos
decorrentes de alteracdes no padréo de actividade muscular, que contribuem para uma
constante adulteragdo com disfuncdo de proteinas celulares as quais,
consequentemente, necessitam de ser continuamente degradas e ressintetizadas de
forma a manter o normal funcionamento da célula, que poder& ter maior expressdo nas
células pos-mitéticas [213, 278]. Diminuicbes ou aumentos sustentados de actividade
fisica induzem a adaptacéo da fibra muscular, por alteragdo quantitativas e qualitativas da
expressao proteica as quais podem influenciar o tamanho da fibra [37, 48, 138, 160, 181,
208, 213]. O desenvolvimento destas respostas adaptativas reflecte, em termos gerais, 0
balanco total entre a degradacéo e a sintese proteica [19, 37, 120, 138, 171, 181, 188,
213].

Chopard et al. [54] efectuaram uma analise quantitativa de diferentes proteinas do
citoesqueleto e observaram diferentes alteracdes dependendo do tipo de musculo, da
duracdo da suspensdo do membro traseiro e da localizacdo da proteina. Por exemplo,
verificaram uma diminuicdo em 17 e 24% de actina e miosina, respectivamente, no
musculo soleus apdés 6 semanas de suspensdo do membro traseiro, 0 que confirma a

maior susceptibilidade a inactividade e/ou auséncia de carga deste musculo
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comparativamente com um mauasculo mais rapido como o extensor digitorium longus
(EDL). Na desnervacao, a semelhanga da suspensdo do membro traseiro, o muasculo
soleus desenvolve uma atrofia mais acentuada do que o musculo EDL. Neste modelo
experimental também é observada uma rapida diminuicdo da sintese proteica [131] e um

aumento da protedlise no musculo soleus [100].

Embora seja consensual que a atrofia muscular esteja associada a um balanco proteico
negativo, a forma como este desequilibrio € atingido e qual o seu impacto nas proteinas
musculares estruturais, nomeadamente na expressao de MHC e de actina, permanece
por clarificar [19, 53, 118]. A expressdo destas proteinas pode ser regulada a varios
niveis, desde o gene a proteina final, incluindo: processos trancripcionais, poés-
transcripcionais, pré-traducionais (que condicionam o nivel quantitativo de expressédo do
MRNA), traducionais (que modulam a conversdo de mRNA em proteina) e poés-
traducionais/degradativos, que regulam a estabilidade ou semi-vida da proteina final
[118]. Giger et al. [105] registaram diferencas significativas nos niveis de pré-mRNA da
isoforma MHC tipo | no musculo soleus apds 7 dias de suspensdo do membro traseiro, 0
gue sugere o envolvimento de processos reguladores ao nivel transcripcional. No mesmo
musculo, e apenas apo0s 6 horas de auséncia de carga, também foi constatada uma
diminuicdo do teor em MHC |, embora os niveis de mRNA respectivo tenham
permanecido praticamente inalterados. Uma resposta semelhante foi reconhecida na
desnervacao [121, 131]. Adicionalmente, foi registada uma diminuicdo significativa da
concentracdo de RNA total em musculos atroficos, especialmente nas fases iniciais. A
diminuicdo no RNA total, a maioria do qual ribossomal, representa uma reducdo na
magquinaria necessaria para a traducdo do mRNA em proteina [118]. Estas evidéncias
sugerem que a atrofia muscular esquelética e a concomitante perda proteica estdo
acopladas primariamente a regulacdo dos niveis de mRNA de substratos chave,
juntamente com a maquinaria que os traduz [36, 90, 120, 131].

Cada uma das fases do processo de traducdo do mRNA a proteina envolve numerosos
factores proteicos reguladores [131, 140]. A iniciacdo é o primeiro local de regulacéo da
maioria do mMRNA da célula, mesmo em condi¢Bes de desuso muscular [121, 131]. O 4E-
BP-1 é um factor interveniente na iniciacdo traducional que, quando néao fosforilado, actua
como um forte inibidor desta etapa da traducdo por ligagcdo ao factor de iniciacdo
eucaribtico elF-4E. Constatou-se que a quantidade de 4E-BP-1 ligado ao elF-4E aumenta
no gastrochnemius de rato apos 14 dias de auséncia de carga, 0o que sugere o

envolvimento deste factor na inibicdo da sintese proteica durante a atrofia muscular
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esquelética [121, 140]. Adicionalmente, verificou-se que a regulagdo da etapa de
elongacgéo da cadeia polipeptidica nascente ao nivel ribossomal [194] também comporta
alteracdes em condi¢cdes de microgravidade. Apurou-se, por exemplo, que o0 mRNA da
cinase do factor de elongacéo eucarittico 2 (eEF2K), outro inibidor da sintese proteica, é
sobreexpresso apoés 4 dias de auséncia de carga. O resultante aumento da fosforilagcao
de eEF2 por eEF2K induz uma redugédo global da capacidade ribossomal e,
consequentemente, leva a uma diminuigdo da capacidade de sintese proteica [121, 140].
No entanto, a regulacdo destes factores envolvidos na traducdo parece diferir entre os
varios modelos de atrofia muscular esquelética e entre os diferentes tipos de musculo

analisados [131].

O recrutamento da maquinaria proteolitica € grandemente responsavel pela deterioracao
muscular observada em vérias condi¢ces catabdlicas (como por exemplo, cancro, sepsis,
diabetes e trauma, entre outras) e em situacdes de auséncia de carga [31, 48, 57, 160,
181, 208, 213, 255]. Em todos os tipos de atrofia muscular, um conjunto comum de
adaptac0des transcripcionais e de alteracdes bioquimicas aumenta a capacidade da célula
para a degradacdo proteica [31, 48, 161, 208]. A semelhanca de outros tecidos, o
musculo esquelético contém varios sistemas proteoliticos (figura 3) contribuindo, cada um
dos quais, de forma diferente para o desenvolvimento e progresséo da resposta atréfica
muscular esquelética [100, 138, 207, 238, 261].

ubiquitinagdo proteassoma 265

Figura 3: Sistemas proteoliticos conhecidos implicados na atrofia muscular: o
sistema das calpainas (A), o sistema lisossomal (catepsinas, B) e o sistema
ubiquitina-proteassoma (C) (adaptado de Jackman e Kandarian [140]).
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A via lisossomal, mediada por proteases (catepsinas) localizadas nestes organelos, foi
das primeiras a ser envolvida em condi¢des fisiopatoldgicas caracterizadas por um
aumento da protedlise no muasculo esquelético [56, 140]. Estas proteases habitualmente
ndo degradam proteinas citosoélicas, como as miofibrilares, mas actuam sobretudo sobre
proteinas membranares, incluindo receptores, ligandos, canais e transportadores [35, 57,
140]. Este mecanismo proteolitico esta particularmente associado a degradacdo de
proteinas com origem extracelular [35, 56, 57]. Adicionalmente, o musculo contém
quantidades significativas de proteases activadas por Ca®', as calpainas, que também
assistem no processo atrofico [22, 100, 140, 207, 254, 261]. A actividade destas
proteases parece ser regulada por fosforilacdo e é altamente inibida pela calpastatina, um
inibidor enddgeno especifico [67]. Mais recentemente, constatou-se que uma elevada
percentagem da protedlise intracelular no musculo esquelético, assim como noutros
tecidos, envolve um processo dependente de ATP em que participa um cofactor
polipeptidico, a ubiquitina, e um grande sistema proteasico, o proteassoma [35, 57, 100,
108, 110, 140, 207, 238, 261]. Foi ainda descrita uma quarta via proteolitica,
independente de energia mas cuja base bioquimica é ainda pouco conhecida [100, 207,
239, 261].

Dos processos proteoliticos acima descritos, os mecanismos ndo lisossomais parecem
ser 0s principais responsaveis pelo turnover, altamente selectivo, das proteinas
intracelulares em condig6es metabdlicas basais [56, 57, 108]. Em condicdes atréficas, a
via da ubiquitina-proteassoma também parece ser um importante contribuinte para a
protedlise muscular, promovendo um mecanismo dindmico de degradacdo selectiva de
proteinas reguladoras e estruturais [108, 213, 255]. As catepsinas e as calpainas embora
também activadas, parecem desempenhar um papel quantitativamente menor [255] mas
de aparente relevancia dado que o sistema da ubiquitina-proteassoma ndo actua sobre
miofibrilas intactas [140, 188]. As calpainas, por exemplo, apesar de incapazes de
degradar a actina e a miosina, tém como substratos conhecidos as proteinas envolvidas
na organizacdo das miofibrilas, tais como a titina, a vinculina, a nebulina entre outras
[133, 140, 254], o que sugere o envolvimento destas proteases Ca?* -dependentes nas
fases iniciais da lise das proteinas miofibrilares e do citoesqueleto [159, 254] (figura 4).
Assim, uma estimulacdo coordenada dos processos lisossomais com a via da ubiquitina-
proteassoma, com as calpainas ou com ambas parece prevalecer nos varios modelos de

deterioracdo muscular [24].
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Figura 4. Modelo geral. Apdés a quebra das proteinas sarcoméricas pelas
calpainas, os varios fragmentos produzidos podem ser directamente
direccionados para uma das duas vias possiveis de acordo com o sinal
recebido: (1) no caso de um sinal atréfico, sdo enviados para o proteassoma
para degradacdo adicional, levando a atrofia muscular; (2) na auséncia de tal
sinal, eles podem ser reincorporados / substituidos no sarcémero de modo a
adaptar-se a novas condi¢des (adaptado de Bartoli e Richard [22]).

A via da ubiquitina é constitutivamente expressa nas fibras musculares e medeia tanto
eventos sinalizadores intracelulares como o normal turnover proteico [56, 108, 160, 213].
No entanto, o défice proteico induzido pela alteracdo dos sinais relacionados com a
actividade fisica parece ser exacerbado pelo aumento da expressao genética de enzimas
envolvidas na ubiquitinacdo de proteinas alvo [121, 208, 213]. Embora, na ultima década,
este sistema enzimatico tenha sido implicado na remodelacdo das fibras musculares,
evidéncias sélidas que suportam esta no¢do s6 foram adquiridas nos ultimos anos [110,
238, 277]. Os primeiros trabalhos evidenciam um aumento dos niveis de proteinas
ubiquitinadas em musculos atrofiados em resposta a desnervacao ou a fome [108, 277],
tendo-se posteriormente registado uma resposta analoga em condi¢cdes de sépsis [108,
266] e cancro [108, 167]. Paralelamente a este aumento dos niveis de ubiquitina, foi
registado no muasculo esquelético em condicbes de microgravidade, um aumento da
actividade do proteassoma [136, 213].

Este sistema é caracterizado pela acgédo concertada de enzimas que ligam cadeias do
cofactor polipeptidico ubiquitina a proteinas lesadas e/ou mal formadas, marcando-as
para posterior degradacdo pelo proteassoma 26S [35, 48, 56, 108, 124, 181, 208, 213,
255]. Trés componentes enzimaticos sdo requeridos para ligar as cadeias de ubiquitina a

proteinas destinadas a degradagdo: E1 (enzima de activagdo da ubiquitina), E2s
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(proteinas de conjugacdo ou transportadoras da ubiquitina) e E3 (ligase da ubiquitina).
Este processo tem inicio com a activacdo da extremidade carboxilo da ubiquitina, via
conversao a um éster tiol, pela enzima E1. A ubiquitina activada é entdo transferida pela
E1l para uma familia de proteinas transportadoras, as proteinas E2, e o grupo carboxilo
da ubiquitina é entdo acoplado, pela proteina ligase E3, ao grupo e-amino de lisinas
existentes na proteina substrato. A E3 parece exercer um papel critico na selec¢do das
proteinas para conjugacdo e subsequente degradacdo [35, 48, 56, 57, 108, 110, 124,
140, 238, 255, 277]. As reaccles de conjugacdo da ubiquitina sdo repetidas, formando
uma cadeia de 5 ou mais ubiquitinas ligadas entre si e a proteina alvo. Esta sinalizacéo
da proteina induz a sua rapida degradacao pelo proteassoma 26S [56, 108, 140, 181,
213, 255, 277]. No entanto, se a proteina substrato € mono- ou di-ubiquitinada, entdo
esta sera degradada por via lisossomal [140]. Desta forma, foi sugerido que os sistemas
lisossomal e da ubiquitina-proteassoma actuam conjuntamente na eliminacdo de
substratos proteicos especificos [140]. O sinal que determina se as proteinas sao
degradadas pelo sistema lisossomal ou pelo proteassoma depende do tipo de
ubiquitinagdo que ocorre [140], pelo que as enzimas que controlam o grau de
ubiquitinagdo de proteinas constituem importantes locais de activacdo por estimulos
atréficos [277]. Assim, os componentes da via da ubiquitina-proteassoma afiguram-se
como potenciais alvos de modulacdo por drogas, no ambito da prevencao terapéutica da

deterioracdo muscular associada a muitas desordens clinicas [188, 277].

Recentemente, tem-se prestado particular atencdo ao aumento da expresséo de ligases
da ubiquitina em condicbes de desuso muscular dado que, de todas as proteinas
envolvidas na via da ubiquitina-proteassoma, estas parecem apresentar a maior
especificidade tecidual e de substrato [140]. Bodine et al. [34], encontraram diferencas no
padrdo de expressdo genética entre musculos sujeitos a diferentes condicdes atréficas
como auséncia de carga, imobilizacdo e desnervacdo. A procura de proteinas chave
responsaveis pela activacdo da proteblise nestas condicbes conduziram a trés
importantes candidatos e potenciais alvos terapéuticos: E3a, atrogina-1/MAFbx (Muscle
Atrophy F-Box protein) e MuRF1 (Muscle-specific RING Finger protein 1) [22, 34, 107,
159, 160, 277]. E3a (também designada de UBR1) foi das primeiras proteinas a ser
comprometida no processo atrofico [48, 159, 238, 239, 277]. Esta grande ligase (200kDa)
actua juntamente com a proteina transportadora de ubiquitina E2:4, € pensa-se que
reconhece proteinas substrato que se iniciam com aminoacidos bésicos ou hidrofobicos

nao bloqueados [48, 238]. Contudo, a maioria das proteinas celulares comecam com
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metionina e sdo acetiladas, o que dificulta a ubiquitinagdo de proteinas especificas no
musculo. Assim, deverd existir um sistema proteolitico, ainda ndo conhecido, que clive as
proteinas musculares e gere residuos amino-terminais livres passiveis de serem
reconhecidos por E3a [48]. Neste contexto, as calpainas e as caspases apresentam-se
como as melhores candidatas a tais endoproteases [48, 140, 159]. As caspases podem
mimetizar as calpainas ao tornarem as proteinas miofibrilares disponiveis para a
ubiquitinacdo [140]. A caspase-3, por exemplo, é conhecida pela sua capacidade em
gquebrar a cadeia leve de miosina e, mais recentemente, verificou-se que também actua
sobre o complexo actomiosina purificado in vitro [48, 140].

A atrogina-1 é o componente responsavel pela ligacdo da proteina substrato a ser
ubiquitinada a E3 e & maquinaria de ubiquitinacdo [48, 110, 159]. A expressdo desta
proteina de 42kDa foi inicialmente restringida ao musculo cardiaco embora o mesmo
gene, designado de MAFbx, tenha sido encontrado, por outros investigadores, em
musculos esqueléticos atroficos sujeitos a desnervagéo, a imobilizacdo e a suspenséo do
membro traseiro [34, 171]. Ratinhos knock-out do gene MAFbx mostraram-se resistentes
a atrofia por desnervacéo, evidenciando menos 56% de perda de peso muscular apés 14
dias [34]. Esta proteina parece actuar nas fases iniciais do processo atrofico induzido por
imobilizacao ou por tratamento com glucocorticéides, e na manutencdo de uma protedlise
acelerada [48, 107, 110]. Como potenciais substratos de MAFbx constam-se o MyoD e a
calcineurina [107].

Bodine et al. [34] identificaram outra E3, a MuRF1, nos seus modelos experimentais de
atrofia muscular esquelética. Constataram que os ratinhos que ndo expressavam MuRF1
estavam protegidos da atrofia muscular induzida pela desnervacdo, embora a um menor
grau do que os ratinhos sem atrogina-1. A MuRF1, bem como outros elementos desta
familia de proteinas, tem sido associada a titina miofibrilar, na linha M, o que sugere que
as proteinas MURF podem ligar-se e marcar componentes do aparelho miofibrilar para
posterior degradacéo no musculo esquelético em condi¢8es atréficas [34, 107, 159, 277].

A actividade coordenada destas mdltiplas enzimas, cada uma com a sua funcéo, parece

estar envolvida na remoc¢éao dos distintos componentes celulares [159].

Muitos dos factores fisioldégicos que activam a degradacdo proteica muscular actuam por
modulacdo da expressdo de varias enzimas que controlam a ubiquitinacdo. Hormonas
como a insulina, IGF-1 (insulin growth factor 1), glucocorticéides e hormonas tiroideias
exercem uma influéncia conhecida na degradacgéo proteica [181, 277]. Deficiéncia em

insulina resulta no aumento da expressdo de ubiquitina, E2,4,, atrogina-1/MAFbx, E3,
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entre outras. Os glucocorticéides promovem o catabolismo, nomeadamente associado a
vérias condicdes de atrofia [140], ao agravar a expressao de muitos dos componentes da
via da ubiquitina [181, 277]. Adicionalmente, Bechet et al. [24], constataram uma sobre-
regulacdo do mRNA de catepsina L, reconhecida por estes investigadores como
marcador de atrofia muscular, em musculo esquelético de rato tratado com um anélogo
de glucocortiddides, a dexametasona. Paralelamente a estimulacdo da protedlise, os
glucocorticoides também actuam por inibicdo da sintese proteica [181]. O tratamento com
a hormona triiodotironina (T3) induz o aumento da ubiquitinagdo dependente de E3a
[238]. Relativamente as citocinas, estas tém sido envolvidas na mediacdo da resposta
catabdlica associada a sépsis e ao cancro. As citocinas activam o factor de transcricdo
NF-kB por estimulacdo da fosforilagdo do inibidor 1kBa, libertando assim o NF-kB [22, 44,
108, 140, 164, 238, 277]. Esta via de sinalizacdo, envolvida na transcricdo de uma vasta
gama de genes associados, por exemplo, a resposta imunolégica e inflamatéria, a
sobrevivéncia e a adesado celular [135, 164], € aparentemente regulada pela via da
ubiquitina-proteassoma em condicdes de auséncia de carga [135, 140, 213].
Efectivamente, registou-se um aumento da actividade da proteina p50 da familia NF-kB
no soleus de animais sujeitos a condicdes de microgravidade [171]. Hunter e Kandarian
[134] confirmaram o envolvimento desta via de sinalizagdo na alteragdo de fendtipo
decorrente do desuso muscular. O papel deste factor de transcricdo ainda esta sob
investigacdo, contudo foram sugeridos, como potenciais alvos do NF-kB no musculo
esquelético, os genes anti-apoptoticos [135]. A intervencdo do NF-kB na mediacédo do
processo de deterioracdo muscular foi ainda reforcada pela observacdo de uma
degradacdo muscular severa acoplada a um aumento da expressdo de MuRF1 em
ratinhos que sobreexpressavam IkB cinase [44]. A constatacdo de que a inducdo da
expressao do proteassoma pode ser atenuada pela inibicdo da actividade NF-kB veio
corroborar a percepcao de que a inibicdo da via sinalizadora do NF-kB podera constituir

uma forma eficaz de amenizar a atrofia muscular esquelética [107].

Embora seja claro que condi¢cdes associadas a atrofia muscular estejam ligadas a
activacdo do sistema ubiquitina-proteassoma, 0os mecanismos que levam a activacédo
deste sistema no musculo permanecem por esclarecer [208]. Uma das razfes para tal
dificuldade reside no facto de ainda néo se ter identificado o passo limitante da protedlise
muscular [208]. Provavelmente, a funcéo dos sistemas proteoliticos esta interligada, pelo
gue a atrofia muscular esquelética parece envolver mdltiplos eventos proteoliticos.

Observagdes conclusivas a este respeito requererdo estudos bioquimicos cuidados e a
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identificacdo das proteinas criticas degradadas por estas enzimas. Até a caracterizagéo
completa das actividades e dos substratos celulares destas enzimas proteoliticas parece

ser dificil prever se os varios sistemas proteoliticos actuam em série ou em paralelo [48].

6.2. Mecanismos de morte celular

O aumento ou a diminuicdo da exigéncia muscular poderd induzir o tecido muscular
esquelético a utilizar uma estratégia de adaptacao celular alternativa aos mecanismos de
sintese e degradacédo proteica. Efectivamente, constatou-se que no processo atréfico da
fibra muscular existe uma reducdo de mionucleos disponiveis para regular as proteinas
nucleares enquanto que, durante a inducdo da hipertrofia das fibras, ha um aumento
progressivo da quantidade de DNA disponivel para as fibras musculares [198, 284]. Esta
modulacdo dindmica do numero mionuclear sugere que a exposicdo prolongada a
condicbes que alteram a exigéncia muscular estimula uma estratégia adaptativa que
parece ir além da sobre- ou sub-regulacdo imediata dos mMRNAs e de eventos
traducionais [7, 198].

Os mecanismos subjacentes a perda de miondcleos ndo estédo totalmente esclarecidos
[9, 83]. Como séo eliminados selectivamente mionucleos individuais sem a destrui¢cdo de
todos os nucleos ou de toda a miofibra, constitui uma questdo que permanece por
esclarecer [9]. Neste contexto, o envolvimento dos processos de morte celular na
resposta atréfica muscular afigura-se como uma atraente abordagem no estudo desta
fisiopatologia. A compreensao das vias celulares que culminam na perda de mionucleos
requer o reconhecimento diferencial dos tipos de morte celular: apoptose e autélise com
consequente necrose [38]. Estes dois processos diferem fundamentalmente pelas suas
caracteristicas morfolégicas, pelo envolvimento de diferentes mecanismos reguladores e
pelo facto de possuirem significados biologicos distintos [3].

A apoptose € um processo de morte celular individual, regulado pela activacdo de um
conjunto especifico de genes [3, 7, 129, 217, 237]. Os acontecimentos tipicos da
apoptose estdo amplamente documentados e apresentam-se constantes,
independentemente do tipo de célula e gendétipo analisado: encurrilhamento da
membrana plsmatica, inverséo e externalizacdo de fosfatidilserina, condensacéo nuclear
e citoplasmatica, quebra internucleossomal do DNA e, por ultimo, fragmentacéo da célula
em corpos apoptéticos, que sdo rapidamente e silenciosamente fagocitados pelos

macrofagos residentes, evitando a ocorréncia de uma reacc¢éo inflamatéria local [3, 7, 87,
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88, 101, 103, 129, 151, 158, 163, 209, 217, 224, 237, 263, 269]. A destruicdo regulada do
nucleo constitui um dos cunhos especificos deste processo de morte celular grandemente
dependente de energia, assincrono e geneticamente controlado [4, 7, 9, 158]. Subjacente
a estas alteracOes estd a activagdo de endonucleases e de proteases citoplasmaticas,
num processo modulado por genes reguladores com funcéo pré- e anti-apoptotica [180,
217, 237, 263].

Em contraste com a apoptose, na autélise com consequente necrose observa-se uma
extensa tumefaccdo das células com ruptura da membrana plasmatica e consequente
libertacdo do conteddo celular, o que activa uma resposta inflamatéria,
subsequentemente a qual ocorre lesdo tecidual secundéria [3, 88, 129, 210, 263]. Este
processo de morte celular decorre de condicBes nao fisiolégicas agudas e acidentais [7,
88, 95, 129, 151, 209, 210, 263]. A magnitude do insulto inicial, mais do que o préprio tipo

de estimulo, parece ser decisivo na via de morte celular que a célula segue [95].

A apoptose € mediada pela actividade de proteases asparto-especificas dependentes da
cisteina, as caspases, que guebram substratos alvo com vista a sua activacdo ou
inactivagéo [25, 78, 151, 158, 209, 212]. Estas proteases formam uma cascata na qual a
caspase “iniciadora” interage com moléculas adaptadoras especificas de modo a facilitar
0 seu processamento autocatalitico. Uma vez activas, estas proteases quebram e
activam as enzimas subsequentes, isto €, as caspases “executoras” que orguestram o
desmantelamento da célula [25, 158, 212]. A sequéncia de eventos que culmina na
activacdo das caspases pode ser genericamente categorizada em duas vias: a via
intrinseca e a via extrinseca.

A via intrinseca tem a mitocondria como o principal centro regulador [25, 78, 101, 209]. A
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial resulta na libertagdo de factores pro-
apoptoticos para o citosol. Estes incluem o citocromo ¢, Smac/Diablo, AlF e EndoG [2, 3,
5, 25, 79, 80, 204, 263, 281]. O mecanismo preciso de libertacdo destes factores esta
ainda pouco esclarecido, contudo parece ser regulado pelas actividades antagonicas de
elementos da familia Bcl-2 [25, 86, 115, 158, 221]. Esta familia reguladora da
permeabilidade mitocondrial é constituida por membros pro-apoptéticos (Bax, Bak, Bok,
Bad) e anti-apoptoticos (Bcl-2, Bcl-X,, Bcl-w). A proporcéo relativa de proteinas pro- e
anti-apoptéticas parece ser um factor relevante na determinacdo do destino da célula
face a um estimulo pré-apoptético [2, 4, 115, 215, 221]. Neste sentido, eventos dindmicos
de fosforilacdo/desfosforilacdo de, por exemplo, Bcl-2 e Bad, bem como alteracbes

conformacionais servem para regular este balanco [86, 115]. A sobre-expressdo de Bax
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induz & formacdo de poro mitocondrial permitindo a libertacdo de vérios factores,
nomeadamente de citocromo c¢ [4]. Uma vez no citosol, o citocromo c liga-se a uma
proteina adaptadora, Apaf-1, que se auto-oligomeriza e recruta a pro-caspase-9 para
formar o complexo apoptossoma [25, 71, 158]. Esta estrutura promove o0 auto-
processamento da pré-caspase-9, que por sua vez recruta e quebra a pro-caspase-3 que,
depois de libertada no citosol, degrada proteoliticamente substratos alvo [25, 71]. O AIF
acompanha a saida de citocromo c, sendo posteriormente translocado para o nucleo
onde participa na condensacdo da cromatina [71]. A proteina mitocondrial Smac/Diablo
uma vez no citosol parece actuar na neutralizacdo da actividade inibitéria das proteinas
da familia IAP (proteinas inibidoras da apoptose), particularmente da XIAP, sobre as

caspases [5].

A via extrinseca pode ser iniciada por um dos varios receptores de morte existentes a
superficie da célula quando activado pelo respectivo ligando. O receptor 1 do factor de
necrose tumoral (TNFR1) e os receptores Fas contém dominios de morte e recrutam
moléculas que se adaptam a estes dominios, o dominio de morte associado ao TNFR1
(TRADD) e o dominio de morte associado ao Fas (FADD), respectivamente. Interac¢ées
homotipicas entre os dominios de morte de Fas e FADD induzem o recrutamento e auto-
activagcdo da pro-caspase-8. Na sinalizacdo por TNF, o TRADD recruta FADD seguindo-
se a formacéo e libertacdo do complexo TNFR1 para que a activacdo da proé-caspase-8
ocorra [4, 25, 115, 158] (figura 5). A caspase-8 activa, propaga o sinal apoptético por
activagcdo de caspases efectoras tais como a caspase-3 e -7 [27]. Para além deste papel
iniciador, a caspase-8 também amplifica a cascata proteolitica ao quebrar o factor
citoplasmatico Bid, uma proteina pré-apoptdtica pertencente a familia Bcl-2. O Bid
truncado (tBid) desloca-se para a mitocondria onde interactua com o Bax para iniciar a
via mitocondrial da apoptose [4, 27, 115]. A caspase-8 também pode actuar como
caspase efectora ao nivel nuclear dado que cliva o PARP-2, um membro da familia poly
(ADP-ribose) polymerase envolvido na reparacdo do DNA [27]. Assim sendo, esta
caspase intervém de véarias formas no processo apoptético, como iniciadora,

amplificadora e efectora deste mecanismo de morte celular [27, 86].
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Figura 5: Activacdo das caspases por receptores de morte da superficie celular
(adaptado de Budihardjo et al.[43]).

Também o stresse do reticulo endoplasmatico pode contribuir parcialmente para a
apoptose ao libertar o calcio para o citoplasma, activando assim a pro-caspase-12. Esta
via intrinseca de activacdo das caspases, alternativa a via mitocondrial induz, a
semelhanca das vias acima descritas, a reorganizacdo do citoesqueleto, interrompe a
replicacdo e reparacdo do DNA, quebra a estrutura nuclear e desintegra a célula em

corpos apoptoticos [2, 25, 78].

No processo apoptotico varios factores reguladores intervém, alguns do quais tém
merecido particular atencdo na literatura, salientando-se o factor de transcricdo p53. O
p53 é o supressor tumoral mais extensamente estudado e a sua principal acgédo prende-
se com a mediagdo de processos anti-proliferativos em resposta a diversas formas de
stresse celular [98], prevenindo a propagacdo de células lesadas [62]. Este factor de
transcricdo liga-se ao DNA em sequéncias especificas, promovendo a expressdo de
numerosos genes envolvidos na apoptose, incluindo os que codificam os receptores de
morte, 0s membros pro-apoptoéticos da familia Bcl-2, proteinas envolvidas na maquinaria
celular apoptética, como é o caso da Apaf-1 e membros da familia Hsp como, por
exemplo, a Hsp70 [52, 62, 98, 146, 221]. Embora a maioria dos efeitos do p53 envolvam
a sua funcdo como factor de transcricdo, trabalhos recentes sugerem que esta proteina
pode, por si s6, induzir a apoptose independentemente de nova sintese proteica. Esta

inducdo da apoptose pelo p53, independente da transcricdo, requer a presenca de Bax e
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envolve a libertagcdo de citocromo c e consequente activacdo de caspases na auséncia
de influéncias nucleares. Esta constatagdo sugere que o p53 tem a capacidade de activar

0 programa apoptotico directamente do citoplasma [52].

Adicionalmente, a regulacdo dos processos de morte celular abrange a participacdo de
um grupo de proteinas conhecidas como proteinas de choque térmico [25]. As proteinas
de choque térmico (Hsp) tém um papel importante em varios processos celulares ao
ligarem-se a proteinas inactivas ou mal formadas e ao prevenir a sua agregacao,
promovendo assim a renaturacdo das mesmas [87, 101, 163, 194, 285] e protegendo as
células de estimulos indutores de morte celular [101, 163]. No entanto, quando as Hsp
sdo sobre-reguladas, podem induzir a morte celular por apoptose, em vez da morte
necrética, promovendo a tolerancia. Se sdo sobre-reguladas e libertadas durante o
processo necrético, entdo induzem uma acentuada resposta imune [87].

Estas proteinas séo altamente conservadas entre as espécies e sdo caracterizadas por
um rapido aumento na sua expressao quando as células sdo expostas a condi¢cdes de
stresse como, por exemplo, aumento da temperatura, hipoxia, isquemia, privacdo de
glucose, contacto com metais pesados ou venenos metabdlicos [87, 199]. Conhecem-se
vérias Hsps com diferentes fungcbes, nomeadamente Hsps de baixo peso molecular
(como a ubiquitina que participa na degradacéao proteica, a alpha b-cristalina, a Hsp20 e a
Hsp27) e as Hsp70, Hsp60 e Hsp90 [87]. A Hsp70, por exemplo, parece exercer varias
accdoes na proteccdo celular contra a apoptose, nomeadamente por prevenir o
recrutamento de pré-caspase-9 e -3 para o complexo apoptossoma, prevenindo assim a
formacdo de um apoptossoma funcional [146]. Esta Hsp parece actuar por ligacdo a
proteinas do ciclo celular e pré-apoptéticas como o p53, Cdk4, pRb ou o c-Myc [146,
285]. Adicionalmente, este chaperone molecular, conjuntamente com a Hsp27 e com as
proteinas da familia Bcl-2, constituem poderosos inibidores da necrose por actuarem
directa (Bcl-2/Bcl-X,) ou indirectamente (Hsp70/Hsp27) sobre a mitocondria [210]. Os
chaperones mitocondriais Hsp60 e Hspl0 podem participar na amplificacdo da cascata
das caspases no citosol [221]. No entanto, ainda muito permanece por esclarecer
relativamente a forma como as Hsps intervém nos processos de proliferacdo celular e de

apoptose.

A andlise dos processos de morte celular torna-se ainda mais complicada, quando
perspectivada no muasculo esquelético, uma vez que as fibras esqueléticas sdo Unicas no

facto de serem verdadeiramente multinucleadas [9, 209]. Os mecanismos de morte
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celular envolvidos na eliminacdo selectiva de miondcleos da fibra muscular esquelética
devem apresentar algumas particularidades inerentes ao tecido em causa. Numa fibra
muscular esquelética, multinucleada, cada nucleo parece controlar uma porcdo do
volume de sarcoplasma da fibra pela qual é rodeado, designada por dominio nuclear [8,
81, 128, 183, 237]. A diminuicdo do tamanho da fibra pode estar associada a uma
diminuicdo do numero total de miondcleos, a uma diminuicdo do tamanho de cada
dominio mionuclear ou a ambos os efeitos. Alguns autores [9, 237] constataram que a
diminuicdo do volume da fibra se deve a uma diminuicdo do tamanho do dominio
mionuclear. Mais recentemente, Mitchell e Pavlath [183] sugeriram que durante a atrofia,
dado que as exigéncias transcripcionais e traducionais colocadas aos mionucleos sao
atenuadas, as fibras respondem por eliminagdo dos mesmos, mantendo assim um
dominio mionuclear constante. Alguns investigadores sugerem ainda que os mionucleos
individuais, em miofibras adultas de controlo ou em regeneracdo, sdo capazes de
transcricdo independente [9]. Tudo indica que a transcricdo seja espaco-temporalmente
distinta em mionucleos individuais e que ocorra de uma forma estocastica ou pulsativa.
Cada miondcleo individual pode expressar proteinas diferentes das dos demais
mionucleos vizinhos o que sugere que 0s mionucleos respondem diferentemente a
estimulos diversos [9]. Adicionalmente, constatou-se que a resposta mionuclear é
especifica do tipo de fibra. Diversos estudos [10, 81, 128] registaram uma maior
diminuicdo no numero de miondcleos em fibras que expressam isoformas MHC do tipo |,
relativamente as do tipo Il, numa situacdo de carga diminuida. A andlise de varios dados
experimentais sugerem que a diminuicdo no nimero de mionucleos pode preceder uma

mudanga completa da expresséo de isoformas MHC lentas para rapidas [10, 128].

O significado e prevaléncia dos mecanismos de morte celular em células diferenciadas e
multinucleadas, como as fibras musculares esqueléticas, tem sido um assunto discutido
na literatura corrente com alguma controvérsia [7, 14, 264]. Efectivamente, a presenca de
multiplos ndcleos num citoplasma comum e nao dividido tem levantado questfes
intrigantes relativamente ao possivel papel dos mionulcleos na resposta do musculo
esquelético a diferentes estimulos [7, 9]. Neste contexto, a apoptose afigura-se como o
mecanismo de morte celular principal subjacente a esta perda selectiva de miondcleos e
do respectivo dominio nuclear [3, 4, 128, 236]. No entanto, a definicdo da importancia
relativa da apoptose nuclear na fibra muscular é substancialmente complicada pela
presenca de centenas de mionucleos em cada fibra muscular. Alguns nucleos, huma

Unica célula, podem ser marcados para a morte enquanto outros ndo séo afectados [3].
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Entdo, uma forma modificada de “morte nuclear” com a destruicdo do dominio
correspondente sem a subsequente destrui¢do total da fibra, podera ser responsavel pela
eliminacdo de mionucleos das fibras multinucleadas [3, 9, 38, 81, 128, 209, 235]. De
facto, a apoptose de mionucleos individuais tem sido registada numa série de estados
patologicos musculares; por exemplo, foi observada em ratinhos mdx distréficos [217] e
no musculo esquelético de ratos com insuficiéncia cardiaca [165, 270]. Allen et al. [9]
guantificaram a incidéncia de ndcleos positivos por marcagdo TDT (terminal
desoxinucleotidil transferase) um indicador da fragmentacdo da dupla cadeia do DNA
sugestiva da apoptose, em musculos soleus de ratos controlo e com suspensdo do
membro traseiro. O nimero de nucleos TDT positivos total era significativamente maior
em ratos com suspensdo do membro traseiro relativamente ao controlo. Também
utilizando microscopia confocal, foi observado um numero significativamente maior de
mionucleos morfologicamente anormais em musculos de ratos com suspensdo do
membro traseiro [183]. Estas observacdes, juntamente com outras de estudos utilizando
marcadores nucleares apoptéticos, suportam a hipdtese de que a eliminacdo apoptética
dos miondcleos constitui um mecanismo que contribui para a diminuicdo do nimero dos
mesmos observada durante a atrofia da fibra muscular esquelética [183, 263]. Este
fendbmeno é acompanhado, entre outras alteracdes, por um aumento dos niveis de
caspase-3 e por uma diminuigdo dos niveis de Bcl-2 [165], com consequente libertacao
do citocromo c pela mitocondria [3, 78, 151, 209, 263, 269].

Embora algumas proteinas sollUveis ndo sejam reguladas por um dominio, a miosina é
limitada ao seu dominio nuclear. Este conceito € muito importante na explicagdo e
interpretac@o das desordens musculares e na expresséo genética destas células [128]. A
diminuicdo da actividade transcripcional, observada em situacfes de microgravidade,
pode resultar de uma reducdo da actividade transcripcional por mionudcleo, de uma
diminuicdo do numero de miondcleos por fibra ou de ambos os efeitos [3, 10].

Primeau et al. [209] sugerem que, no musculo humano, as fibras tipo | estdo mais
protegidas da ocorréncia de apoptose pelo facto de terem um maior teor mitocondrial e,
consequentemente, um maior indice de Bcl-2. No entanto, este efeito podera ser
contrariado pela maior velocidade de producédo de ROS (espécies reactivas de oxigénio)
que se verifica neste tipo de fibras. Efectivamente, as fibras tipo | evidenciam um maior
grau de atrofia relativamente as tipo Il, numa situacdo de auséncia de carga [128, 209].
Alguns estudos mostram um maior nimero de nucleos em fibras de contraccdo lenta

comparativamente as de contracc¢do rapida, o que pode estar relacionado com uma maior
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velocidade de turnover proteico que ocorre nas fibras tipo I. Nos mamiferos, estas fibras
sdo as primeiras a serem recrutadas entre os varios tipos de fibras, resultando numa
maior carga metabdlica para as fibras tipo | relativamente as tipo Il, o que talvez requeira
um maior controlo nuclear do que nas fibras r4pidas tipo Il, que s&o menos
frequentemente recrutadas [128]. Por outro lado, alguns autores [165, 270] verificaram
gue, em sujeitos com insuficiéncia cardiaca, os musculos rapidos sdo mais susceptiveis a

ocorréncia de apoptose.

Embora a apoptose seja apontada como um mecanismo fulcral associado a situacbes
atroficas, outros processos celulares tém sido estudados no contexto da atrofia muscular
esquelética. Neste sentido, a inducdo de lesdes estruturais, necrose, inflamacédo e
deterioracdo funcional é observada quando o musculo é submetido a modificacbes de
carga mecanica [38]. A autblise com a consequente necrose € um processo de morte
celular associado particularmente a condi¢bes patoldgicas [95, 151, 209, 210, 263]. A
semelhanca da apoptose, a mitocondria parece desempenhar um papel fulcral na
activacdo da via autolitica, de degradacédo nuclear e celular [209, 237]. Por exemplo, na
distrofia muscular de Duchenne (DMD), que ocorre devido a uma deficiéncia de distrofina,
observa-se uma morfologia aberrante da mitocondria bem como uma elevagéo patoldgica
dos niveis de caélcio intracelular e inflamacédo tecidual, caracteristicas que implicam a
autdlise e a necrose na ocorréncia de atrofia muscular nesta distrofia [3]. No entanto, os
mecanismos subjacentes a invasdo de células inflamatérias e subsequente necrose
muscular nestas situagbes nao estdo completamente esclarecidos [38]. A possibilidade
de a invasao das células inflamatérias contribuirem para a lesdo muscular numa situagéo
de atrofia muscular é suportada pela observacdo da elevacdo significativa da
concentracdo de neutrofilos e de macrofagos que ocorre em periodos de tempo em que
se observam sinais estruturais de lesdo e necrose da fibra [16, 38, 149]. Appell et al. [14]
obtiveram evidéncias experimentais indiciais do envolvimento da necrose na deterioracao
muscular observada no soleus de ratinho apdés uma semana de imobilizacdo. Mais ainda,
as manifestacbes morfoldgicas e bioquimicas registadas por estes autores, sugerem que
este processo necrético € seguido por uma reacc¢ao inflamatéria.

Uma exacerbacdo na lesdo muscular é aparentemente iniciada por um aumento do
stresse mecanico e consequente invasdo por células inflamatoérias por reposi¢cao da carga
apos o processo atrofico. Observacdes morfoldgicas obtidas in vitro e in vivo indicam que
os leucdcitos podem, de facto, acentuar a lesdo muscular por libertarem radicais livres

e/ou enzimas proteoliticas [96]. Frenette et al. [97], concluiram ainda que, no modelo de
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suspensdo do membro traseiro seguido de reposicdo de carga, 0 aumento da
concentracao de células inflamatdrias ndo estéd associado a qualquer diminui¢cdo da forca
muscular e que a incapacidade de activar o sistema contractil constitui 0 mecanismo
primério para a perda de producéo de forca logo apods a reposi¢do da carga. Frenette et
al. [96] verificaram ainda que a lesdo muscular, que ocorre ap0s a restauracao da carga,

resulta em parte da activacéo do sistema do complemento.

Com o melhoramento dos métodos de diferenciacdo da apoptose e autodlise (com
necrose), obtiveram-se evidéncias morfolégicas e bioquimicas que sugerem a
coexisténcia na mesma célula, de ambas as formas de morte celular [210]. Esta
constatacdo aponta para a existéncia de um espectro de programas de morte na célula,
com as “classicas” necrose, associada a autdlise, e a apoptose nas extremidades desse
mesmo espectro [210]. Formigli et al. [95] também sugeriram que a apoptose e a necrose
decorrente da autdlise ndo tém de ser necessariamente duas vias independentes mas
podem apresentar eventos comuns, relativamente a via de traducéo de sinal e nas fases
iniciais do processo de morte celular. Os mesmos autores observaram ainda, em culturas
de células expostas a estimulos hipoxicos severos, uma forma de morte celular
intermédia entre a apoptose e a autolise. Borisov e Carlson [38] analisaram a resposta
atréfica associada a desnervacao do musculo esquelético e os resultados ultraestruturais
e da fragmentacdo do DNA obtidos por estes autores apontaram para o envolvimento de
mais do que um mecanismo de morte celular. Contudo, a contribuicdo individual destes
processos de morte celular para a resposta atréfica muscular esquelética sofreu
alteracbes com o decorrer da desnervacéo a longo prazo.

Assim, um distarbio no balango entre a apoptose e autdlise, mais do que a activagcdo
destes processos celulares individualmente, pode constituir um elemento chave na

fisiopatologia de numerosas doencas e patologias musculares esqueléticas.
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1. Procedimento experimental

O protocolo experimental foi realizado com 210 ratinhos Charles River CD1 (Charles
River Laboratories Espafia SA), machos, com 6 a 8 semanas de idade e com um peso
médio entre 30 a 35g. Os animais foram colocados em gaiolas colectivas (2 animais por
gaiola), num ambiente de atmosfera normal (21-22°C; ~50-60% de humidade relativa) e
com um ciclo de luz/escuro invertido de 12/12h. Todos os procedimento experimentais
foram realizados de acordo com as especificacdes e recomendacdes do National Institute
of Health (NIH) Guide for Care and Use of Laboratory Animal e apds a aprovacdo da
Comisséo de Etica do Conselho Cientifico da Faculdade de Desporto da Universidade do
Porto.

Por questdes logisticas relacionadas com a capacidade do biotério e com as infra-
estruturas de apoio existentes, o desenho experimental foi replicado em trés momentos
temporais diferentes (com o uso de 70 animais em cada momento), embora sempre
realizado da mesma forma, isto €, sempre com animais obedecendo as caracteristicas
acima descritas, e nas mesmas condi¢cdes experimentais. Em cada um desses trés
momentos experimentais e apdés uma semana de quarentena seguida de outra semana
de aclimatizacdo as condi¢Bes laboratoriais, os animais foram aleatoriamente divididos
em sete grupos (n=10 animais por grupo): um grupo controlo e seis grupos
experimentais. Enquanto o grupo controlo (Cont) ndo foi sujeito a ac¢do de qualquer
variavel independente durante o protocolo experimental, os animais pertencentes aos
grupos experimentais foram submetidos a diferentes tempos de hipogravidade simulada
motivada pela suspenséo do animal pela cauda, utilizando-se para o efeito um dispositivo
adequado para retirar a carga e o peso corporal aos membros traseiros (figura 6), como
previamente descrito [171, 175, 187, 248, 265].

De acordo com este modelo de simulacdo de auséncia de gravidade, os membros
dianteiros permanecem apoiados na base da gaiola de forma a permitir a movimentacao
dos animais e, consequentemente, o0 seu livre acesso a comida e a agua.

Os seis grupos experimentais foram definidos em funcdo do tempo que 0s animais
permaneceram em suspensdo: grupo 6HS (durante 6 horas), grupo 12HS (durante 12
horas), grupo 24HS (durante 24 horas), grupo 48HS (durante 48 horas), grupo 72HS
(durante 72 horas) e grupo 1wk (durante 1 semana). Considerando o conjunto dos trés

momentos do protocolo experimental, cada grupo foi composto por 30 animais.
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Figura 6: Imagens de ratinhos de grupos experimentais onde se pode observar o dispositivo
utilizado para simular a hipogravidade.

2. Sacrificio dos animais e recolha dos musculos es queléticos

Ap6s o periodo experimental, todos os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical. A todos os animais foram retirados os dois musculos soleus e 0os dois musculos
gastrocnemius. Dentro de cada grupo e para cada animal, os musculos foram tratados de
forma diferente atendendo aos multiplos parédmetros a serem avaliados. Na figura 7
encontra-se esquematizado a distribuicdo dos varios musculos dentro de cada grupo
pelos diferentes parametros analisados.

Em cada um dos grupos (controlo e experimentais), dez animais foram previamente
injectados intraperitonialmente com 50mg de bromodeoxiuridina (BrdU, B-9285; Sigma)
por Kg de peso do animal, diluido em soro fisiolégico estéril (0,1mL), 48 horas antes do
seu sacrificio. Os restantes 20 animais de cada grupo foram injectados com 0,1mL de
soro fisioldgico estéril 48 horas antes do sacrificio (figura 7).

Em cada grupo, um musculo gastrochnemius e um musculo soleus de 10 animais
(injectados com soro fisiolégico) foram seccionados longitudinalmente, com a ajuda de
um bisturi, em duas por¢des idénticas. Uma porgcdo de cada musculo foi imediatamente
processada para avaliagdo morfolégica e a restante foi congelada a -80°C para posterior
avaliacdo da expresséo das diferentes isoformas de miosinas de cadeia leve (MLC). Os
musculos contralaterais dos mesmos animais foram homogeneizados para subsequente
determinagdo da actividade das caspases-3 e -8, das calpainas e para a avaliagdo da
expressao de proteinas envolvidas em processos apoptoéticos e proteoliticos, por western

blotting.
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Figura 7: Esquema representativo da sequéncia dos procedimentos técnicos e parametros
avaliados nos musculos soleus e gastrocnemius de cada grupo.

Dos restantes 10 animais de cada grupo (controlo e experimentais) injectados com soro
fisiolégico, um dos musculos soleus e um dos musculos gastrocnemius foram
homogeneizados para determinacdo do indice apoptético. Os musculos soleus e
gastrocnemius contralaterais dos mesmos animais foram homogeneizados para
doseamento do teor em grupos carbonilo e para determinacéo da actividade das enzimas

mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG).

Dos restantes 10 animais de cada grupo, os animais injectados com BrdU, utilizou-se um
musculo gastrocnemius e um musculo soleus de cada animal para extraccdo imediata de
DNA, para posterior avaliacdo da incorporacdo de BrdU por south-western blotting. Os
muasculos contralaterais foram seccionados longitudinalmente em duas porcbes
semelhantes, uma das quais foi imediatamente processada para imunohistoquimica

enguanto a outra foi homogeneizada para determinacéo do indice apoptético.
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3. Preparacao dos tecidos

3.1. Para analise morfolégica

A porcdo do mausculo gastrocnemius destinada a avaliacdo morfoldégica foi ainda
seccionada em pequenas porc¢des para separacao da regido branca e da regido vermelha
deste masculo. As pequenas seccdes (~1mm®) de tecido muscular (soleus e
gastrocnemius) foram imersas numa solucdo de gluteraldeido a 2,5% em cacodilato de
sédio 0,1M, durante um periodo de 2 a 4 horas. Apés algumas lavagens com tampao
cacodilato de soédio a 0,1M, as seccdes de tecido foram pés-fixadas em tetroxido de
6smio a 2%. Depois de uma lavagem com cacodilato de sodio a 0,2M, procedeu-se a
desidratacdo dos tecidos com solucdes de etanol de concentracbes crescentes. Os
musculos foram impregnados com a resina LR White (LO33, TAAB), colocados em
cépsulas de gelatina e incubados a 50°C, durante 24 horas, com 0 intuito de promover a

polimerizacdo da resina.

3.2. Para doseamento da actividade das caspases-3 e -8, das calpainas e para avaliacdo

da expressdo de proteinas envolvidas em processos apoptéticos e proteoliticos, por

western blotting

Foram preparados extractos de gastrocnemius e de soleus de acordo com o método
descrito por Cregan et al. [62] com algumas modificagBes. Assim, os musculos foram
homogeneizados num tampéo de lise contendo Na-EDTA 1mM, Na-EGTA 1mM, MgCl,
2mM, KCI 5mM, HEPES 25mM (pH 7,5), suplementado no dia da experiéncia com PMSF
100nM, DTT 2mM, cocktail anti-proteases 1:100 (P8340; Sigma) e Triton X-100 0,05%.
Apbs 30 minutos de incubacédo a 0°C, realizou-se uma centrifugagcédo a 14000g durante 10
minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi guardado a -80°C, apds a determinacdo

espectrofotometrica do teor em proteina total segundo Sedmak et al [230].

3.3. Para determinacao do indice apoptdtico

O procedimento experimental utilizado teve como finalidade a obtencdo da fraccéo

citoplasmética dos musculos em estudo e baseou-se no trabalho de Dirks e
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Leeuwenburgh [78]. De acordo com 0 mesmo, os musculos foram homogeneizados em
tampao de isolamento (manitol 0,225M; sacarose 0,075M; albumina sérica bovina 0,2%;
EDTA 1mM; pH 7,4) a uma diluicho de 1:25, utlizando-se para o efeito um
homogeneizador de vidro Potter-Elvehjem. Os homogeneizados de musculo foram
centrifugados a 1000g durante 10 minutos. O sobrenadante resultante foi reservado para
doseamento do teor em mono- e oligonucleossomas na fracgcdo citosolica apoés
determinagédo da concentracdo proteica pelo método desenvolvido por Sedmak et al.
[230].

3.4. Para doseamento de grupos carbonilo e determinacao da actividade da MPO e da
NAG

Os musculos soleus e gastrocnemius foram homogeneizados em tampao fosfato 20mM
com EDTA 1mM, pH 7,4. Uma aliquota foi separada, centrifugada a 5000g durante 5
minutos a 4°C e o sobrenadante obtido foi reservado para determinagéo da proteina total
pelo método de Lowry et al. [168], para a avaliagdo da actividade da N-
acetilglucosaminidase (NAG) e para doseamento dos grupos carbonilo por slot-blot. A
restante aliquota de homogeneizado foi tratada de acordo com o trabalho de Kyriakides
et al. [153]. Nesse sentido, a amostra foi centrifugada a 14000rpm, durante 15 minutos a
4°C, e o pellet resultante foi ressuspendido em tampéo fosfato 0,05M pH 6,0 com 0,5%
de brometo de hexadeciltrimetilamoénio. Com o objectivo de romper os granulos dos
neutrofilos e solubilizar a enzima em estudo, procedeu-se a uma sonicacdo de 10
segundos, seguida de uma centrifugacdo a 4000g durante 5 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi reservado para determinagéo da actividade da mieloperoxidase (MPO).

3.5. Para extraccdo de DNA

Pequenos fragmentos de musculo foram colocados num tubo de ensaio contendo 500m
de tampéo de extraccdo (NaCl 75mM, EDTA 25mM, pH 8), 50m SDS 10% e 10m de
proteinase K 10mg/ml, tendo-se colocado estes tubos num banho a 55°C durante,
aproximadamente, 24 horas. Apos a adi¢cdo sequencial de NaCl 6M e de cloroférmio, as
amostras foram centrifugadas a 2000rpm durante 10 minutos. Ao sobrenadante obtido

adicionou-se alcool isopropilico a fim de precipitar o0 DNA. O pellet de DNA foi entdo
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ressuspendido em &gua ultra-pura e tratado com RNase A 1mg/ml durante 20 minutos a
37°C para remover o RNA [122]. A concentracdo de DNA foi determinada
espectrofotometricamente (Spectronic Genesys 5) a 260nm. O DNA obtido foi

considerado puro quando a razdo DO,s/DOyg foi de ~ 1,8 [222].

3.6. Para imunohistoquimica

Pequenas seccdes de tecido (~ 1mm?®) muscular foram imersas durante 2 horas numa
solucdo contendo paraformaldeido 4% e sacarose 2,5% diluidas em tampao fosfato, pH
7,2. ApGs algumas lavagens com tampao cacodilato 0,1M e 0,2M, as secc¢des de tecido
foram desidratadas com solucdes de etanol com concentracdes crescentes. As seccdes
de musculo foram entdo impregnadas com a resina LR White (L0O33, TAAB), colocadas
em capsulas de gelatina e incubadas a 50°C durante 24 horas afim de promover a
polimerizacdo da resina. Sec¢bes semi-finas (1 m) foram obtidas por corte destes blocos

de tecido num ultramicrotomo (Ultracut, Pabisch).

4. Analise morfologica

4.1. Avaliacdo histolégica gualitativa e quantitativa

Seccdes semi-finas (1-2mm) foram obtidas por corte dos blocos de tecido (processados
de acordo com o ponto 3.1.) num ultramicrotomo (Ultracut, Pabisch). Estes cortes foram
corados com azul de toluidina para analise num fotomicroscépio (Zeiss Phomi 3). As
fotografias de microscopia Optica de cortes transversais de soleus e de gastrocnemius de
animais dos varios grupos foram digitalizadas e analisadas com o software NIH ImageJ
(Image Processing and Analysis in Java, USA). Para cada musculo processado, foram
contabilizadas as éareas de mais de cem fibras musculares. Dos blocos de tecido
muscular foram também preparados cortes ultrafinos (100nm), posteriormente
contrastados com acetato de uranilo e citrato de chumbo para observacéo a microscopia

electronica de transmissao (Zeiss EM10A), a 60kvolts.
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4.2. Andlise da proliferacéo celular por imunohistoquimica

Dos blocos de tecido muscular de animais injectados com BrdU (obtidos segundo o
procedimento descrito em 3.6.) foram realizados cortes com uma espessura de 4mm.
Apés a montagem das secclBes de tecido em laminas de silano (S-4651; Sigma),
procedeu-se ao blogueamento das peroxidases enddgenas com uma solucdo de
peréxido de hidrogénio 3% em tampao PBS com metanol 10% durante 15 minutos. Apés
3 lavagens com PBS, aplicou-se uma solucéo de tripsina 0,1% em CacCl, 0,1%, sobre os
cortes de tecido durante 30 minutos a 37°C, para permitir a exposicdo dos epitopos.
Imediatamente ap6s uma lavagem de 10 minutos com &gua gelada, procedeu-se a
desnaturacdo do DNA colocando as laminas numa solucdo de HCI 2M a 56°C durante
meia hora. A neutralizac&o do acido foi efectuada através de 2 lavagens das laminas com
uma solucdo de borato de sodio 0,1M, seguida de uma lavagem com PBS.
Posteriormente a desnaturacdo do DNA realizou-se o bloqueamento dos locais de ligagéo
néo especifica com soro de coelho (R-9133, Sigma) diluido 1:30 em PBS, por um periodo
de uma hora. Seguiu-se a aplicagao do anticorpo monoclonal anti-BrdU (B-2531, Sigma),
diluido 1:10 em PBS / BSA 0,2%/ Tween 20 0,005%, durante 2 horas com agitacao.
Apos a remocgédo do excesso de anticorpo primério com 3 lavagens com PBS, as laminas
foram incubadas com o anticorpo secundario horseradish peroxidase-conjugated anti-
mouse (A-9044; Sigma), diluido 1:20 em PBS, durante 2 horas com agitacdo. De forma
idéntica foram efectuadas 3 lavagens com PBS, para remover o excesso de anticorpo. As
laminas foram ainda tratadas com o anticorpo PAP (peroxidase anti-peroxidase) (P-2416,
Sigma) diluido 1:10 em PBS durante a noite a 4°C, com o intuito de aumentar a marcacao
das células em proliferacdo. Terminado o periodo de incubacéo, procedeu-se a lavagem
das laminas com PBS e com uma solucdo de Tris 0,1M pH 7,6 durante 10 minutos cada.
A coloracéo foi finalmente desenvolvida por incubagdo das laminas numa solucdo de
DAB (diaminobenzidina)/H,O, durante 20 minutos. Por fim, as laminas foram lavadas com
agua destilada, sem qualquer tratamento adicional. Ap6s montagem, as laminas foram
visualizadas num fotomicroscépio (Zeiss Phomi 3).

Para cada musculo, foram realizados controlos negativos por substituicdo do anticorpo
primario por PBS. Laminas de testiculo do mesmo animal foram utilizadas como controlo
positivo.

Para todos os grupos experimentais foram preparadas 10 laminas e em cada uma 0s

nlcleos marcados com BrdU foram contabilizados e correlacionados com o nimero de
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fibras examinadas. Mais ainda, as células com nucleos marcados foram descriminadas
de acordo com a sua localizagdo como: células satélite (localizadas a periferia);

mionucleos centrais; células intersticiais, endoteliais e ndo-endoteliais.

5. Marcadores Bioquimicos

5.1. Avaliacdo da expressdao das isoformas das cadeias leves de miosina por

electroforese bidimensional

As amostras congeladas dos musculos soleus e gastrocnemius (como descrito acima no
ponto 2.) foram solubilizadas em tampao de rehidratacdo (ureia 8M, tiureia 2M, DTT
12mM, Pharmalyte 0,1% pH 3-10, CHAPS 1%). De seguida, aplicou-se 50ng de proteina
em tiras IPG (Immobilized pH gradient; 13 cm pH 3-10; Amersham Biosciences) que
foram posteriormente cobertas com Drystrip Cover Fluid (Amersham Biosciences) de
forma a proteger a tira da desidratacdo durante o tempo de focagem. As tiras foram
colocadas no aparelho IPGphor (Amersham Pharmacia Biotech) e a separacdo
isoeléctrica foi realizada utilizando-se o seguinte programa: 12h a 50mA/tira na etapa de
rehidratacdo; 1h a 500V (gradiente); 1h a 1000V (gradiente) e 3h a 8000V (step-n-hold).

Uma vez terminada a primeira dimenséo, as tiras foram removidas e equilibradas em
tampéo contendo Tris 50mM pH 8,8, ureia 6M, glicerol 30% e SDS 2% durante 15
minutos. Cada tira foi entdo aplicada sobre um gel SDS-PAGE a 12,5% (12cm por 14cm)
preparado segundo Laemmli [154] e as proteinas foram separadas de acordo com o peso
molecular. Os géis SDS-PAGE foram revelados com coloracdo de prata [232]. A analise
dos spots foi efectuada com o software PDQuest (v7.1, BioRad). Para a digestdo com
tripsina aplicou-se 350ngy de proteina e os géis foram corados com azul de Coomassie
coloidal. A digestdo com tripsina foi realizada de acordo com Detweiler et al. [75]. Em
resumo, 0s spots de proteina foram retirados do gel e transferidos para o Investigator
ProGest automated digester (Genomic Solutions, Ann Arbor, USA). Os espectros de
massa dos péptidos resultantes foram obtidos com um espectrémetro de massa MALDI-
TOF/TOF (4700 Proteomics Analyser, Applied Biosystems, USA) e processados pelo
Global Protein Server Workstation (Applied Biosystems, USA) que utiliza o software
interno Mascot (Matrix Science Ltd, UK). As pesquisas foram efectuadas contra uma base

de dados de proteinas ndo redundante NCBI (National Center for Biotechnology
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Information, USA), tendo-se aceite identificacdes positivas com um nivel de confianca

superior a 95%.

5.2. Determinacdo do indice de apoptose

A quantidade de mono- e oligonucleossomas citosélicos foi avaliada (apds o tratamento
descrito acima no ponto 3.3.) através do kit Cell Death ELISA (N° Catalogo: 1544675;
Roche Molecular Biochemicals), a semelhanca do anteriormente efectuado por Dirks e
Leeuwenburgh [79]. Os resultados foram expressos em percentagem de variacdo do

controlo.

5.3. Determinacdo da actividade da caspase-3 e -8

A determinacdo da actividade da caspase-3 e da caspase-8 nos homogeneizados de
musculo (preparados como acima descrito no ponto 3.2.) foi efectuada de acordo com o
trabalho de Cregan et al. [62]. Assim, adicionou-se um volume de amostra
correspondente a 100ngy de proteina a um tampao com sacarose e CHAPS (sacarose
10%; CHAPS 0,1%; HEPES 25mM; pH 7,4) contendo 40mM do substrato colorimétrico
Ac-DEVD-pNA (acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina; N° Catdlogo 235400; Calbiochem)
para a caspase-3 e Ac-IEPD-pNA (N-acetil-lle-Glu-Pro-Asp-p-nitroanilina; N° Produto A-
6470; Sigma) para a caspase-8. Apds 2 horas de incubacao a 37°C mediu-se a clivagem
do substrato a 405nm (Labsystem iEMS Reader MF). Os resultados foram expressos em

percentagem do controlo, o qual foi analisado simultaneamente.

5.4. Determinacdo do teor em Bax, Bcl-2, AlF, p53, p21, NF-kB e ubiquitina por western
blotting

Com a finalidade de avaliar o teor de proteinas envolvidas na regulacdo da apoptose e da
protedlise muscular, procedeu-se a separacao electroforética de um volume de extracto
(preparado como descrito acima no ponto 3.2.) contendo 10ng de proteina num gel SDS-
PAGE 15%, de acordo com Laemmli [154]. Para evitar as varia¢des inter-gel inerentes a

técnica, em cada gel foram aplicadas amostras de cada um dos grupos. Em cada gel, as
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proteinas depois de separadas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond ECL, Amersham Pharmacia) num tampéo de Tris 25mM, glicina 0,2M, pH 8,3 e
metanol 20%, durante 2 horas a 220mA. Apo6s o bloqueamento dos locais de ligagdo ndo
especifica com uma solucdo de 5% de leite magro em p6 em TBS-T (tampado de Tris
100mM pH 8,0 com NaCl 1,5mM e 0,5% de Tween 20) durante a noite a 4°C, incubou-se
a membrana com um dos seguintes anticorpos: anti-Bcl-2 (1:1000; sc-7382 mouse
monoclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology), anti-Bax (1:1000; sc-493 rabbit polyclonal
IgG; Santa Cruz Biotechnology), anti-AlF (1:2000; sc-13116 mouse monoclonal 1gG2b;
Santa Cruz Biotechnology), anti-p53 (1:2000; sc-99 mouse monoclonal IgG1; Santa Cruz
Biotechnology), anti-p21 (1:2000; sc-397 rabbit polyclonal 1gG; Santa Cruz
Biotechnology), anti-ubiquitina (1:1000; U0508 mouse monoclonal IgG2; Sigma) e para o
NF-kB utilizou-se os anticorpos anti-p50 e anti-p65 (1:1000; sc-7178 e sc-372 rabbit
polyclonal 1gG, respectivamente; Santa Cruz Biotechnology), preparados numa solugéo
de 5% de leite magro em pé em TBS-T, durante 2 horas a temperatura ambiente. No total
foram preparadas 28 membranas (4 membranas para cada proteina estudada).
Posteriormente, lavou-se a membrana com TBS-T com o intuito de retirar o anticorpo nao
ligado covalentemente e procedeu-se a incubacdo com anticorpo secundario monoclonal
anti-mouse IgG peroxidase (Amersham Pharmacia Biotech) ou com o anticorpo
monoclonal anti-rabbit 1IgG peroxidase (Amersham Pharmacia Biotech) diluido 1:1000
numa solugdo de 5% leite magro em pé em TBS-T, durante 2 horas a temperatura
ambiente. Apds novas lavagens com TBS-T, a membrana foi tratada com reagentes de
guimioluminescéncia (reagentes ECL; Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as
instrucbes do fabricante, e exposta a um filme de raio X (Kodak Biomax Light Film,
Sigma). Depois de revelado, o filme foi digitalizado num densitometro FX-710 (BioRad) e
analisado no software QuantityOne (BioRad). Os resultados de densidade Optica foram

expressos como percentagem de variacao relativa ao grupo controlo.

5.5. Determinacdo da actividade das calpainas

Com o intuito de determinar a actividade das calpainas, 0s extractos musculares
(preparados como descrito acima no ponto 3.2.) foram incubados durante 10 minutos a
37°C numa solucao tampao contendo Tris-HCI 20mM, CaCl, 5mM (pH 7,4), DTT 1mM,
Pefabloc 10ug/ml e pepstatina A 10ng/ml, de acordo com o previamente descrito por

Sultan et al. [254]. ApOs a adi¢cdo do substrato das calpainas SLY-AMC (N-succinil-Leu-
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Tyr-7-amido-4-metilcumarina; N° Catalogo 208731; Calbiochem) procedeu-se a medigédo
fluorimétrica correspondente a libertagdo do AMC, durante 15 minutos a um | ecitacao d€
380nm e a um | gmissao de 460nm. Paralelamente, efectuaram-se ensaios controlo, por
substituicdo de CaCl, por EDTA 10mM e EGTA 10mM. A actividade das calpainas foi
expressa em unidades arbitrarias por minuto de incubacdo por miligrama de proteina
muscular. No entanto, para melhor visualizacdo das variacdes de actividade entre os
diferentes grupos experimentais e dos diferentes muasculos estudados, os resultados

foram apresentados em percentagem do controlo.

5.6. Determinacdo da actividade da mieloperoxidase (MPQO)

Para o doseamento da actividade da MPO, ao tamp&o de reaccéo, constituido por fosfato
220mM pH 5,4, NaCl 110mM e 3,3',5,5-tetrametilbenzidina (T-2885; Sigma) 1,6mM
adicionou-se sobrenadante (obtido como descrito acima no ponto 3.4.) diluido cinco
vezes. A reaccao foi iniciada por adi¢cdo de peroxido de hidrogénio 3mM tendo-se medido
a variacdo de absorvancia a 650nm (Labsystem IEMS Reader MF) durante 3 minutos.
Paralelamente, construiu-se uma curva de calibragdo com padrées de MPO (M-6908;
Sigma) e os resultados obtidos, em U/mg de proteina, foram apresentados em

percentagem de variacdo relativa ao controlo.

5.7. Determinacdo da actividade da N-acetilglucosaminidase (NAG)

A actividade da enzima lisossomal N-acetil-b-D-glucosaminidase foi determinada no
homogeneizado de musculo (preparado como descrito acima no ponto 3.4.) com o kit da
Roche (N° Catélogo 875 406) que se baseia na hidrélise do 3-cresolsulfonaftaleinil-N-
acetil-b-D-glucosaminida pela NAG. A libertacdo do 3-cresolsulfonaftaleina, de cor
parpura, foi avaliada espectrofotometricamente (Spectronic Genesys 5) a 580nm (esgg =
40,67 mM*cm™). Os resultados foram relativizados ao volume (U/L) e apresentados nos

Varios grupos experimentais em percentagem de variacao relativa ao controlo.
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5.8. Doseamento de grupos carbonilo

Com base no protocolo descrito por Robinson et al. [216], um determinado volume de
homogeneizado de musculo (1V) (preparado como acima descrito no ponto 3.4.)
contendo 20ny de proteina foi derivatizado com dinitrofenilhidrazina (DNPH). Assim, as
amostras foi adicionado um volume (1V) de SDS 12% e dois volumes (2V) de DNPH
20mM preparada em TFA 10%, seguindo-se a sua incubag¢do no escuro. Apés este
periodo, procedeu-se a neutralizacdo com 1,5 volumes (1,5V) de Tris 2M e b-
mercaptoetanol 18%. Um controlo negativo foi simultaneamente preparado para cada
amostra. Apés a diluicdo das amostras numa solucdo de TBS de forma a obter uma
concentracao final de 0,001ng/nL, transferiu-se um volume de 100nL por slot-blot para
uma membrana de Hybond-PVDF (Amersham Pharmacia). A imunodeteccdo dos grupos
carbonilo foi efectuada usando o anticorpo primario rabbit polyclonal anti-DNP (1:2000; N°
Catalogo V0401; DakoCytomation) e o anticorpo secundario anti-rabbit IgG-Peroxidase
(1:2000; Amersham Pharmacia Biotech). As bandas foram visualizadas por tratamento
dos imunoblotts com os reagentes de quimioluminescéncia (reagentes ECL, Amersham
Pharmacia Biotech), de acordo com as instru¢@es do fabricante, seguida de exposicao a
filmes raio-X (Kodak Biomax Light Film, Sigma). Os filmes foram analisados com o
software QuantityOne (BioRad). Os resultados de densidade oOptica obtidos foram

expressos em percentagem de variacdo acima do controlo.

5.9. Doseamento da proteina total pelo Método de Sedmak

Nas amostras de musculo utilizadas para avaliacdo da resposta apoptética e proteolitica
(obtidas como acima descrito nos pontos 3.2. e 3.3.) determinou-se a proteina total pelo
método de Sedmak [230], dado este método ser menos sensivel as substancias
interferentes presentes nos tampdes utilizados. Para o efeito, adicionou-se o reagente de
Sedmak aos extractos de soleus ou de gastrocnemius. Apos 15 minutos de reaccdao,
determinou-se a absorvancia a 550nm num leitor de placas (Labsystem IEMS Reader
MF). Paralelamente, foi efectuada uma curva de calibragdo com alguns padrbes de

albumina sérica bovina (BSA).
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5.10. Determinacao da proteina total pelo Método de Lowry

A determinacdo de proteina total nos homogeneizados de mdusculos utilizados na
determinagdo de parametros necréticos e de grupos carbonilo (obtidos segundo o
descrito no ponto 3.4.) foi efectuada segundo Lowry et al. [168]. Assim, adicionou-se
reagente de Biureto & amostra e, ap6s 10 minutos de reac¢ao, acrescentou-se o reagente
de Folin-Cicalteau. Os valores de densidade optica (D.O.) foram determinados a 670nm
num leitor de placas (Labsystem iIEMS Reader MF), apds 20 minutos de incubacéo.
Simultaneamente, foi efectuada uma curva de calibracdo utilizando-se para o efeito

padrées de BSA com diferentes concentracoes.

5.11. Avaliacao da proliferacao celular por south-western blotting

Apbs a extraccdo do DNA dos musculos soleus e gastrocnemius (realizada segundo o
descrito no ponto 3.5.) as amostras foram incubadas a 95°C durante 5 minutos de forma
a desnaturar o DNA e assim permitir a ligacdo do BrdU incorporado ao respectivo
anticorpo. Seguidamente, transferiu-se um volume de amostra, correspondente a 1ng de
DNA, para uma membrana de nitrocelulose previamente hidratada (Hybond, ECL,
Amershan Pharmacia Biotech) por slot-blot. Os &cidos nucleicos foram fixados a
membrana por secagem desta numa estufa a 80°C durante 2 horas [185]. A
imunodeteccdo da incorporacdo de BrdU foi realizada de forma semelhante ao descrito
na metodologia de western blotting. Em resumo, apds blogueamento dos locais de
ligacdo nao especificos com 5% de leite magro em pé preparado em TBS-T, as
membranas foram incubadas com o anticorpo monoclonal anti-BrdU (1:1000; B-2531,
Sigma). Posteriormente a incubacdo com o anticorpo secundario horseradish peroxidase-
conjugated anti-mouse IgG (1:500; A -9044, Sigma) durante 2 horas, a membrana foi
lavada com TBS-T, desenvolvida com os reagentes de quimioluminescéncia (reagentes
ECL, Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as instru¢cbes do fabricante e
exposta a um filme raio-X (Sigma, Kodak Biomax Light Film, St. Louis, USA). O filme,
depois de revelado, foi analisado com o software QuantityOne (BioRad). Os resultados de

densidade Optica foram expressos como variagao relativa aos valores controlo.
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6. Andlise Estatistica

Todas as variaveis analisadas possuiam uma distribuicdo normal, de acordo com o teste
de Kolmogorov-Smirnov. Por essa razdo, todos os resultados deste trabalho foram
processados recorrendo aos testes estatisticos paramétricos. A média e o desvio padréo
foram calculados para todas as varidveis de cada um dos grupos experimentais e para o
grupo controlo. A andlise de variancia de medidas repetidas foi utilizada para comparar
as diferencas entre os varios momentos do protocolo experimental. O célculo dos dados
foi efectuado com o software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao

14.0. O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.



Resultados

V. Resultados
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1. Resultados Morfolégicos




Resultados

1.1. Morfometria e analise qualitativa

Os resultados referentes & medicdo da area de seccgdo transversal das fibras musculares
nos musculos soleus e gastrocnemius estdo ilustrados na figura 8, onde se pode
constatar que a area de seccao transversal das fibras diminui com o tempo de suspenséo
do membro traseiro em ambos 0os musculos analisados. No soleus, o maior declinio foi
notado entre 0s grupos experimentais 72HS e 1wkHS (13%). No gastrocnemius, o maior
decréscimo deste marcador ocorreu nas primeiras 24 horas de suspenséao (19%). No final
do periodo experimental considerado, a reducao da area de seccao transversal das fibras

foi maior no gastrocnemius comparativamente ao soleus, 47% vs. 27%, respectivamente.

600000 -
500000 -
400000 -
300000 - *

200000 -

transversal da fibra (um2)
*
*

100000 -

area

0

Cont 24HS 48HS 72HS 1wkHS

grupo experimental

Figura 8: Variagdo da area transversal das fibras ao longo do tempo de
suspensdo do membro traseiro no muisculo soleus (E) e no mausculo
gastrocnemius (). Os valores (média e desvio padrdo) sdo expressos em
nm”,

* p<0,05 vs. Cont.

No que respeita & medicdo diferencial da area de secc¢éo transversal da fibra na porcao
vermelha e branca do musculo gastrochemius, a figura 9 revela que a porcao vermelha
do musculo gastrocnemius apresentou uma diminuicdo da &rea de seccado transversal
das fibras mais acentuada entre as 24 e as 48 horas de suspensdo do membro traseiro
(27,5%). No que concerne a porgdo branca deste musculo, a reducdo mais evidente
deste pardmetro de atrofia muscular ocorreu nas primeiras 24 horas de auséncia de

carga (16%). No final do processo atrofico, a por¢cdo vermelha do gastrocnemius
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apresentou uma diminui¢cdo da &rea de secc¢do transversal das fibras ligeiramente mais

acentuada (53%) comparativamente a observada na porcao branca deste masculo (45%).
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Figura 9: Variacdo da area transversal da fibra ao longo do tempo de
suspensdo do membro traseiro na por¢éo vermelha (@) e na por¢édo branca
() do gastrocnemius. Os resultados (valores médios *+ desvio padrdo) sao
expressos em mm-.

* p<0,05 vs. Cont.

Numa analise qualitativa, é possivel observar que a diminuicdo do tamanho da fibra é
acompanhada por evidéncias histolégicas da ocorréncia de processos degenerativos ao
longo de uma semana de auséncia de carga. Efectivamente, foi observada a microscopia
Optica uma vacuolizacdo sarcoplasmatica difusa nas fases iniciais do processo atréfico,
que atingiu de forma diferente as varias fibras (figura 12). Estas alteracGes apresentaram-
se mais atenuadas no final do protocolo experimental. O alargamento do espaco
intersticial acompanhado por um aumento do tecido conjuntivo tornou-se mais evidente
nos momentos finais da suspenséo do membro traseiro (figuras 10 & 11). Na fase final do
protocolo experimental foram, ainda, observadas células infiltrativas sugestivas de
macrofagos ou leucdcitos. A presenca de ndcleos centrais bem como de nucleos com

aspecto picnético tornou-se mais evidente nas fases mais tardias da resposta atroéfica.



Resultados

Figura 10: Fotografias de microscopia Optica de cortes transversais do musculo soleus de
um animal do grupo Cont (A) e de outro do grupo 48HS (B). Em A é evidenciada uma
estrutura muscular bem preservada enquanto que em B é notorio um aumento do espacgo
intersticial (ampliacdo original x640).

Figura 11: Fotografias de microscopia Optica de cortes transversais do mausculo
gastrocnemius de um animal do grupo Cont (A) e de outro do grupo 48HS (B). Em ambos
0s casos € possivel distinguir-se dois tipos de fibras de acordo com as dimensfes e
estrutura das mesmas. Em A é notdria uma estrutura muscular bem preservada enquanto
que em B observa-se um ligeiro aumento do espaco intersticial (ampliag&o original x640).
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Figura 12: Fotografia representativa de um corte longitudinal de musculo soleus
do grupo 24HS analisada por microscopia Optica. E evidente um espago
intersticial alargado e uma vacuolizagédo sarcoplasmatica difusa que afecta uma
fibra muscular (ampliagc&o original x750).

1.2. Imunohistoquimica

Para avaliar a proliferacdo e mais especificamente o envolvimento dos diferentes tipos de

células no processo atréfico, foram contabilizados diferencialmente os nicleos marcados

com BrdU (figura 13).



Resultados

Figura 13: Fotografia de microscopia Optica de uma seccéo transversal de
musculo gastrocnemius incluido em LR White do grupo 24HS evidenciando
ndcleos marcados com BrdU de células satélite (setas pretas), células
endoteliais (setas brancas) e intersticiais ndo endoteliais (setas listadas)
(ampliagé&o original x400).

A andlise da contribuigdo relativa dos diferentes tipos celulares (tabela 1) evidencia um
aumento inesperado mas significativo de células satélite activadas somente apés 6 horas
de auséncia de carga. Apos este periodo, o nimero de células satélite diminuiu para
valores abaixo do controlo, pelo que no final do periodo experimental avaliado constatou-
se uma reducédo de 18% comparativamente ao controlo. A acompanhar esta tendéncia,
observou-se um aumento de mionucleos marcados em posi¢do central, cujo valor
maximo foi verificado as 12 horas de microgravidade, momento a partir do qual diminuiu.
No final do periodo experimental detectou-se um declinio acentuado do numero de
células endoteliais marcadas e um ligeiro aumento de células intersticiais ndo endoteliais

com incorporacgao de BrdU.
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Tabela 1: Efeito da suspensdo do membro traseiro no teor de niucleos marcados com BrdU por 10
fiboras no gastrocnemius, referentes a células satélite, nicleos em posicdo central e células
intersticiais endoteliais e ndo endoteliais. Os resultados sdo expressos como média + desvio

adrao.

Grupo Células Células
experimental Células satélite Ndcleos centrais endoteliais intersticiais ndo
endoteliais
Cont 4,25+1,71+ 0,00+0** 5,60+0,18* 5,07+0,17+
6HS 13,05+2,61 1,18+0,48 7,05+0,52 3,35+0,39
12HS 7,65+2,40* 3,63+0,51* 7,40+1,21 3,72+0,65
24HS 5,20+0,94*" 1,24+0,24" 5,32+1,08*" 6,26+1,98
48HS 4,87+1,43* 0,26+0,16*" 6,55+1,17 6,24+0,35*"
72HS 2,00+0,37* 0,27+0,32*" 6,07+0,79 7,12+0,63*"
1wkHS 1,51+0,56*" 0,24+0,19*" 4,05+0,52*" 7,10+1,07*

* p<0,05 6HS vs. todos os outros grupos; # p<0,05 12HS vs. Cont, 24HS, 48HS, 72HS e 1wkHS.

Como previsto, ndo foi detectada marcacao nuclear nos cortes histoldgicos néo tratados

com o anticorpo anti-BrdU, isto é, nos controlos negativos (figura 14).
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Figura 14: Fotografia de microscopia Optica de uma seccdo transversal de
musculo gastrocnemius embebido em resina LR White ndo incubado com o
anticorpo anti-BrdU  (controlo negativo); ndo se observa nenhum nucleo
marcado nas miofibras nem no espago intersticial (ampliagéo original x400).

Figura 15: Fotografia de microscopia Optica de seccdes transversais de
testiculo embebido LR White (controlo positivo); é notéria a incorporacdo de
BrdU nos nucleos de espermatogonia e de espermatocitos | e Il (ampliagédo
original x2500).

Nos controlos positivos observou-se uma marcagdo acentuada de nucleos de
espermatogonias e espermatécitos nos cortes de tabulos seminiferos (figura 15).
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1.3. Andlise ultraestrutural

A avaliacdo ultraestrutural sugere que a vacuolizagao difusa observada por microscopia
Optica nos momentos iniciais do processo atréfico estudado poderda ser devida ao
swelling mitocondrial e a dilatacdo do reticulo sarcoplasmatico. Estas alteracoes
estruturais apresentaram caracteristicas difusas e afectaram a maioria das fibras
observadas (figuras 16 & 18). Nas fases iniciais do protocolo experimental foi ainda
evidente a ocorréncia de irregularidades no padréao estriado (figura 24). Adicionalmente,
foi constatado um alargamento do espaco intermiofibrilar em algumas fibras,
particularmente apés as 12 horas de auséncia de carga, o que sugere a ocorréncia de

edema intrafibrilar (figura 19).

Figura 16: Fotografia de microscopia electronica
de musculo gastrocnemius de um animal do grupo
24HS evidenciando o swelling mitocondrial e um
ligeiro edema intracelular (ampliagdo original
x8,000).
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Figura 17: Fotografia de microscopia electrénica
de musculo gastrocnemius de um animal do grupo
48HS onde se observa degenerescéncia
mitocondrial na juncdo neuromuscular (ampliacédo
original x20,000).

Figura 18: Fotografia de microscopia electronica
de musculo soleus de um animal do grupo 24HS
onde é notorio o franjeamento do sarcolema com
swelling mitocondrial. E ainda evidente a presenca
de fibras de colagénio no espaco intesticial
(ampliacao original x16,000).

73



Figura 19: Fotografia de microscopia electrénica
de um mosculo soleus do grupo 12HS
evidenciando um aumento do  espaco
intermiofibrilar, sugestivo de edema intracelular
(amplitude original x8,000).

Como evidéncia de atrofia da fibra muscular observou-se o franjeamento da membrana

sarcoplasmatica numa grande percentagem de fibras analisadas (figuras 18 & 25).

Foram também detectados sinais de activacdo lisossomica nas fibras musculares
esqueléticas e também em algumas células endoteliais, especialmente apds 24 horas de

auséncia de carga (figuras 20 & 21).
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Figura 20: Fotografia de microscopia electronica
de um muasculo soleus do grupo experimental
24HS onde é evidente, em oposicao a uma fibra
muscular, um capilar com vacuolizacdo endotelial
difusa e sinais de activacao lisossomal (ampliacdo
original x31,500).

Figura 21: Fotografia de microscopia electrénica
de um musculo soleus do grupo experimental
24HS onde é notéria a activacdo lisossomal na
fibra muscular (ampliacéo original x16,000).
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Adicionalmente, foram detectados sinais de infiltragdo fagocitica, nomeadamente as 24 e
48 horas de suspensdao do membro traseiro no gastrocnemius e no soleus,

respectivamente (figuras 22, 23 & 24).

Figura 22: Fotografia de microscopia electrénica
de musculo soleus de um animal do grupo 48HS
mostrando a infiltracdo de uma célula fagocitica
(ampliacao original x20,000).

Figura 23: Fotografia de microscopia electrénica
de musculo gastrocnemius de um animal do
grupo 24HS onde se nota um macréfago
activado (ampliacao original: x4,000).
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Nos momentos mais tardios do procedimento experimental foram observados glébulos de
gordura na vizinhanga das mitocéndrias (figura 24) e tornou-se evidente a presenca de

fibras de colagénio no espaco intersticial (figura 18).

Figura 24: Fotografia de microscopia electronica
de misculo soleus de um animal do grupo
experimental 48HS onde é evidente um macré6fago
adjacente a uma fibra vacuolizada com uma
aparente irregularidade do padrdo estriado e
acumulacéo de gloébulos de gordura na vizinhanca
das mitocdndrias (ampliacéo original x8,000).

Apesar da existéncia de varios ndcleos endoteliais evidenciando condensacao periférica
da cromatina, nao foi observado nenhum sinal morfolégico incontestavel de ocorréncia de
apoptose nem nas fibras musculares nem nas células intersticiais. No entanto, algumas
estruturas celulares sugestivas de hipotéticos corpos apoptéticos foram observadas no

musculo soleus de um animal do grupo 72HS (figura 25).
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Figure 25: Fotografia de microscopia electrénica
de musculo soleus de um animal sacrificado apés
72 horas de suspensdo do membro traseiro
evidenciando um fragmento celular rodeado por
membrana basal sugestivo de corpo apoptotico.
Também se observa o franjeamento do sarcolema
(ampliacao original x20,000).
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2. Resultados Bioguimicos

A resposta atréfica do musculo esquelético pode também ser avaliada pelas alteragées
induzidas na massa muscular. Assim, pela andlise da tabela 2 pode-se verificar que a
massa do soleus diminuiu com o tempo de auséncia de carga, observando-se um
declinio de 33% ao fim de uma semana de suspensdo do membro traseiro. A variagdo do
teor proteico deste musculo segue uma tendéncia semelhante, observando-se um

decréscimo de aproximadamente 32% no final do protocolo experimental.

Tabela 2: Efeito da suspensdo do membro traseiro na massa e na concentracao proteica
muscular do soleus. Os resultados séo valores médios * desvio padréao.

Concentragéo de
Grupo experimental Massa de soleus (mg) proteina (mg/ml)
Cont 7,23+0,21 0,86+0,02
6HS 6,76+0,19 0,81+0,04
12HS 6,42+0,35 0,72+0,03*
24HS 6,26+0,23* 0,68+0,01*
48HS 5,79+0,13* 0,66+0,03*
72HS 6,33+0,21* 0,58+0,02*
1wkHS 4,87+0,18* 0,58+0,02*

* Cont vs. todos 0s outros grupos experimentais (p<0,05).

Relativamente ao gastrocnemius, a analise da tabela 3 permite constatar uma diminui¢éo
significativa da massa deste musculo (18%) apds uma semana de auséncia de carga. O
mesmo ja ndo se verifica para a concentracao proteica que, embora menor no final do

periodo experimental, ndo apresenta variacdes significativas.
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Tabela 3: Efeito da suspensdo do membro traseiro na massa e na concentragdo proteica

muscular do gastrocnemius. Os resultados sédo valores médios + desvio padrao.

Massa de gastrocnemius Concentracédo de
Grupo experimental (9) proteina (mg/ml)
Cont 0,188+0,031 5,553+1,574
6HS 0,170+0,036 5,042+1,399
12HS 0,168+0,024* 5,360+1,604
24HS 0,182+0,036 5,206+1,669
48HS 0,157+0,026* 5,117+1,591
72HS 0,162+0,025* 5,646+1,780
1wkHS 0,155+0,025* 5,121+1,715

* Cont vs. todos 0s outros grupos experimentais (p<0,05).

2.1. Expressdo das miosinas de cadeia leve (MLC)

Na figura 26 podem observar-se géis de electroforese bidimensional onde sé&o
destacados os spots correspondentes a isoformas de miosina de cadeia leve (MLC) de
musculos soleus e gastrochemius de animais controlo. A andlise desta figura evidencia
uma maior expressdo das isoformas rédpidas de MLC 1f, 2f e 3f no gastrocnemius
comparativamente ao soleus enquanto que se verifica uma tendéncia oposta para as

isoformas lentas de MLC 1s e 2s.
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Figura 26: Géis bidimensionais representativos do padrao de spots de MLC nos musculos
soleus (A) e gastrocnemius (B) de animais controlo. (pl: ponto isoeléctrico; MW: peso
molecular; MLC1s e 2s: isoformas lentas de miosinas de cadeia leve do tipo 1 e 2,
respectivamente; MLC1f, 2f e 3f: isoformas rapidas de miosinas de cadeia leve do tipo 1, 2 e
3, respectivamente).

Relativamente ao efeito da auséncia de carga no perfil de expressao das isoformas MLC

ao longo de uma semana, apenas se verificaram alterac6es no musculo gastrocnemius,

ilustradas na figura 27.
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Figura 27: Efeito da auséncia de carga no teor percentual de cada isoforma
MLC relativizada ao grupo controlo, para as diferentes isoformas de MLC ao
longo de uma semana. (MLC1s e 2s: isoformas lentas de miosinas de cadeia
leve do tipo 1 e 2, respectivamente; MLC1f, 2f e 3f: isoformas rapidas de
miosinas de cadeia leve do tipo 1, 2 e 3, respectivamente).

*Cont vs. todos os outros grupos experimentais (p<0,05).

Na tabela 4 sdo apresentadas as variacdes no teor de cada isoforma de miosina de
cadeia leve (MLC) ao longo de uma semana de auséncia de carga. Os resultados
apresentados referem-se a valores de densidade 6ptica (DO) de cada isoforma MLC

relativizada a DO total das MLC para cada gel analisado.
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Tabela 4: Valores percentuais de cada isoforma de miosina de cadeia leve (MLC) relativizada ao
grupo controlo, no musculo gastrocnemius ao longo de uma semana de auséncia de carga. Os

resultados sdo valores médios + desvio padrao.

Isoforma
MLC MLC3f MLC2f MLC2s MLCA1f MLC1s
Grupo

Cont 12,11+2,03 40,26+12,31 8,38+2,12 25,1745,83 12,09+3,27
6HS 8,89+3,32 41,78+6,27 6,58+3,92 32,80+10,76 8,95+2,77
12HS 18,75+3,37* | 42,85+12,28 2,37+1,23* 30,2615,32 4,76+1,56*
24HS 16,25+3,41 51,27+8,20 2,95+1,90* 25,66+9,37 3,88+1,70*
48HS 12,47+3,86 51,47+6,69* 2,54+0,84* 29,06+7,56 4,47+1,25*
72HS 19,13+4,40% 47,29+5,68 1,31+0,72* 29,22+4,38 3,04+1,98*
1wkHS 16,41+4,23* 52,7448,21* 1,06+0,67* 28,91+4,18 1,88+0,83*

(MLC1s e 2s: isoformas lentas de miosinas de cadeia leve do tipo 1 e 2, respectivamente; MLCL1f, 2f e 3f:
isoformas rapidas de miosinas de cadeia leve do tipo 1, 2 e 3, respectivamente).

*Cont vs. todos 0s outros grupos experimentais (p<0,05).

Das alteracdes fenotipicas observadas no gastrocnemius, é de salientar um aumento de
cerca de 50% do teor de MLC3f apés as 72 horas de auséncia de carga. Relativamente a
MLC2s verificou-se uma diminuicdo significativa da sua expressado ap6s uma semana de
auséncia de carga, aproximadamente 8 vezes relativamente ao controlo. O teor de
MLC1ls também apresentou uma diminuicdo ainda mais acentuada, sobretudo nos

momentos iniciais do processo atrofico (figura 27 & tabela 4).

2.2. Pardmetros apoptoticos

Na pesquisa da importancia dos processos apoptoticos na resposta atrofica induzida por
suspensdo do membro traseiro, foram utilizados varios marcadores bioquimicos como por
exemplo o indice apoptdtico e a actividade das caspases-3 e -8. Estes parametros
apoptéticos quando expressos em Densidade Optica por mg de proteina, apresentaram
valores basais mais elevados no soleus do que no gastrocnemius. No que concerne a
actividade relativa das caspases, verifica-se que no soleus, a caspase-8 apresenta
valores de actividade ligeiramente mais elevados do que a caspase-3 enquanto que no

gastrocnemius se verifica o oposto (tabela 5).
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Tabela 5: Valores do indice geral de apoptose e de actividade da caspase-3 e -8
expressa em Densidade Optica (DO)/mg proteina nos muasculos soleus e
gastrocnemius para o grupo controlo. Os resultados sédo valores médios + desvio

padréo.
Musculo
DO/mg proteina Soleus Gastrocnemius
indice geral de apoptose 0,851 + 0,389 0,172 + 0,065
Caspase-3 0,0378 + 0,0031 0,0246 +0,0131
Caspase-8 0,0419 £ 0,0124 0,00962 + 0,00416

Na figura 28 estdo ilustradas as variacdes do teor em mono- e oligonucleossomas ha
fraccdo citoplasmatica dos musculos soleus e gastrocnemius ao longo de uma semana
de microgravidade simulada, notando-se alteracbes mais acentuadas no soleus.
Efectivamente, o teor maximo em mono- e oligonucleossomas é atingido ao fim de 24
horas de suspensdo do membro traseiro no muasculo soleus, observando-se um
incremento de 200% relativamente ao grupo controlo. No musculo gastrocnemius, este
marcador geral de apoptose atinge o aumento maximo, de 140% acima do grupo
controlo, ap6s 6 horas de auséncia de carga. Subsequentemente a cada um destes
incrementos, observa-se em ambos os muasculos uma diminuicdo dos valores deste
marcador apoptoético para niveis proximos do controlo. Apds as 48 horas e até ao final do
periodo experimental estudado, a quantidade de mono- e oligonucleossomas aumentou

gradualmente em ambos os musculos.
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Figura 28: Efeito da suspensdo do membro traseiro no indice apoptético ao
longo de uma semana, nos musculos soleus (E) e gastrocnemius (H). Os
valores apresentados (média + desvio padrdo) Ssd8o expressos como
percentagem do controlo (Cont).

* p<0,05 Cont vs. todos os outros grupos; # p<0,05 12HS vs. 6HS, 24HS e
48HS; T p<0,05 24HS vs. 6HS e 48HS.

No que concerne as caspase-3 e -8, verifica-se um aumento da actividade destas duas
proteases nos musculos soleus e gastrocnemius em condicbes de microgravidade
simulada. No musculo soleus, a actividade maxima das caspases -3 e -8, 170% e 218%

do controlo, respectivamente, foi observada em animais do grupo 12HS (figura 29).
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Figura 29: Efeito da suspensdo do membro traseiro na actividade da caspase-3
(E) e da caspase-8 (@) em diferentes momentos ao longo de uma semana no
musculo soleus. Os valores (média + desvio padrdo) sao expressos em

percentagem do controlo (Cont).
* p<0,05 Cont vs. todos os outros grupos; # p<0,05 12HS vs. 6HS, 24HS,

48HS, 72HS e 1wkHS.

No musculo gastrocnemius, as alteractes da actividade da caspase-3 e -8 ndo foram tao
proeminentes como no soleus, no entanto, foram significativas em alguns momentos ao
longo do periodo experimental avaliado. Como se pode constatar na figura 30, as
caspases -3 e -8 apresentaram um incremento maximo e significativo de actividade, 97%

e 47% relativamente ao grupo controlo, respectivamente, as 6 horas de auséncia de

carga.
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Figura 30: Efeito da suspensdo do membro traseiro na actividade da
caspase-3 (@ ) e da caspase-8 (M) em diferentes momentos ao longo de
uma semana no musculo gastrocnemius. Os valores (média + desvio
padréo) sdo expressos em percentagem do controlo (Cont).

* p<0,05 Cont vs. todos os outros grupos; # p<0,05 12HS vs. 6HS, 48HS e
72HS.

A expressdo de duas proteinas da familia Bcl-2 com accdo pré- e anti-apoptotica foi
também avaliada nos musculos soleus e gastrocnemius, tendo-se observado valores
basais de expresséo de Bax mais elevados no soleus do que no gastrocnemius em cerca
de 30%. Contrariamente, o teor de Bcl-2 no grupo controlo foi 21% maior no
gastrocnemius comparativamente ao soleus. A analise conjunta da expressdo destas
proteinas da familia Bcl-2 pela razdo Bax/Bcl-2 evidenciou valores mais elevados, em

aproximadamente 59%, no soleus relativamente ao gastrocnemius (tabela 6).

Tabela 6: Valores de DO per mg de proteina de Bax, Bcl-2 e da relagdo Bax/Bcl-2 nos
musculos soleus e gastrocnemius para o grupo controlo. Os resultados séo valores médios +
desvio padréo.

Musculo
DO/mg proteina Soleus Gastrocnemius
Bax 2,165+0,112 1,654 = 0,107
Bcl-2 1,113 + 0,026 1,346 + 0,031
Bax/Bcl-2 1,950 + 0,084 1,228 + 0,119
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A expressdo da proteina pré-apoptética Bax apresentou diferencas significativas ao longo
de uma semana de suspensao do membro traseiro, mais evidentes no muasculo soleus. A
andlise da figura 31 aponta para um padrdo de variacdo do teor em Bax no musculo
soleus semelhante a tendéncia observada para a actividade das caspases -3 e -8, com
uma expressao maxima as 12 horas de auséncia de carga. Em oposicao, o teor em Bcl-2
diminuiu nas primeiras 6 horas de microgravidade, em aproximadamente 27%
relativamente ao controlo. Estes efeitos quando analisados em conjunto, através da razéo
Bax/Bcl-2, apresentaram um incremento significativo, de aproximadamente 60%, as 6

horas de suspensao do membro traseiro.
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Figura 31: Efeito do tempo de suspensdo do membro traseiro no teor em Bax
(=) e Bcl-2 (M), bem como na razdo Bax/Bcl-2 () no muasculo soleus. As
imagens, imediatamente abaixo do histograma, sdo representativas do
western blotting do Bax e do Bcl-2, respectivamente, para cada grupo. Os
valores (média + desvio padrao) sdo expressos em percentagem do controlo.
* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); # 48HS vs. 6HS, 12HS, 24HS,
72HS e 1wkHS (p<0,05).

No gastrochemius, a expressdo de Bax aumentou até as 12 horas de auséncia de carga
diminuindo gradualmente até as 48 horas, para valores significativamente abaixo do

controlo, como se pode constatar pela andlise da figura 32. Contrariamente ao observado
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no soleus, o teor em Bcl-2 aumentou gradualmente, atingindo um incremento maximo
significativo no grupo 48HS. A razdo Bax/Bcl-2 seguiu uma tendéncia oposta, isto &,
decresceu significativamente atingindo um valor minimo de aproximadamente 70%
abaixo do controlo as 48 horas de auséncia de carga, aumentando no restante periodo

de tempo analisado.
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Figura 32: Efeito da suspensdo do membro traseiro no teor em Bax @), Bcl-2
(M) e na razdo Bax/Bcl-2 (M) ao longo de uma semana no musculo
gastrocnemius. As imagens abaixo do histograma séo representativas do
western blotting do Bax e do Bcl-2, respectivamente, por grupo experimental.
Os valores (média + desvio padrdo) sdo expressos como percentagem do

controlo.
* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); # 48HS vs. 6HS, 12HS, 24HS,

72HS e 1wkHS (p<0,05).

N

Na figura 33 apresentam-se os resultados relativos a expressao do factor indutor de
apoptose (AIF) no musculo soleus. Como se pode observar, é evidente um aumento do
teor desta proteina pré-apoptética, que culmina num incremento significativo de 140%
relativamente ao controlo no grupo 24HS. Nos momentos finais do protocolo
experimental, a expressao de AlF apresentou algumas oscilacdes ha gama dos valores
do grupo controlo. Na mesma figura observa-se, para o gastrocnemius, uma elevacao
gradual da expressdo de AlF, detectando-se ao fim de uma semana de auséncia de

carga uma elevacao de aproximadamente 50% relativamente aos valores controlo.
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Figura 33: Efeito da suspensdo do membro traseiro no teor em AlF no
musculo soleus () e gastrocnemius () ao longo de uma semana. A
imagem imediatamente abaixo do histograma ¢é representativa do
western blotting obtido para cada grupo experimental. Os valores (média
+ desvio padrao) sdo expressos como percentagem do controlo.

*Cont vs. 6HS, 12HS, 72HS e 1wkHS (p<0,05); ¥ 6HS vs. 12HS
(p<0,05); # 24HS vs. todos 0s outros grupos (p<0,05); T 1wkHS vs.
12HS, 48HS e 72HS (p<0,05).

Na figura 34 é evidenciado o efeito da auséncia de carga na expressdo do p53 nos
musculos soleus e gastrocnemius ao longo de uma semana. O teor deste factor de
transcricdo aumentou de forma significativa no soleus relativamente a situagé@o controlo,
com particular expressdo no grupo 24HS (246%) diminuindo no restante periodo de
tempo estudado. No gastrocnemius, ndo sdo observadas variacdes significativas do teor

deste factor de transcricéo.
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Figura 34: Efeito da suspensdo do membro traseiro no teor em p53 nos
musculos soleus (E) e gastrocnemius (M) ao longo de uma semana.
Imediatamente abaixo do histograma €& apresentada uma imagem
representativa do western blotting para todos os grupos experimentais. Os
valores (média + desvio padrdo) sdo expressos como percentagem do
controlo.

No soleus os valores de p53 séo significativamente distintos para todos os

grupos (p<0,05).

Como se pode verificar pela analise da figura 35, a expressdo da proteina p21 no
muasculo gastrocnemius apresentou alteracBes significativas nas condicbes atréficas
impostas. Efectivamente, o teor de p21 diminuiu de forma significativa nas primeiras 48
horas de auséncia de carga, em aproximadamente 30% relativamente ao controlo. No
musculo soleus néo foi detectada a expressédo de p21 com a metodologia de western

blotting utilizada.
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Figura 35: Efeito da suspensdo do membro traseiro na expressédo de p21 no
musculo gastrocnemius ao longo de uma semana. Abaixo do histograma é
apresentada uma imagem representativa do western blotting para todos os
grupos experimentais. Os valores (média + desvio padrdo) sdo expressos em

percentagem do controlo.
*Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); # 24HS vs. 72HS (p<0,05).

2.3. Pardmetros de necrose

Na analise comparativa dos valores basais de actividade das enzimas mieloperoxidase
(MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG) nos musculos soleus e gastrocnemius (tabela 7)
reconhecem-se valores mais elevados no gastrocnemius relativamente ao soleus, em

cerca de 250% para a NAG e 28% para a MPO.

Tabela 7: Valores de actividade das enzimas N-acetilglucosaminidase (NAG) e
mieloperoxidase (MPQO) nos musculos soleus e gastrocnemius para o grupo controlo.
Os resultados sao valores médios + desvio padréo.

Mdusculo

Enzima Soleus Gastrocnemius
NAG (U/L) 1,204 + 0,047 4,265 + 0,026
MPO (U/mg proteina) 0,186 + 0,011 0,239 £ 0,049
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Pela andlise da figura 36 verificou-se que a actividade da enzima N-
acetilglucosaminidase (NAG) aumentou em ambos os musculos analisados, embora de
forma mais expressiva no soleus relativamente ao mauasculo gastrocnemius.
Adicionalmente, constatou-se que a actividade méxima desta enzima lisossémica foi
atingida entre as 24 e as 48 horas de auséncia de carga no gastrocnemius (16% acima
do controlo) enquanto que, no soleus, o pico de actividade da NAG foi observado

posteriormente, as 72 horas de auséncia de carga (60% relativamente ao grupo controlo).
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Figura 36: Variacdo da actividade da N-acetilglucosaminidase (NAG) ao longo
de uma semana de suspensao do membro traseiro nos musculos soleus @)
e gastrocnemius @ ). Os valores (média + desvio padrédo) sao expressos em

percentagem do controlo.
*Cont vs. todos os grupos (p<0,05); # 24HS vs. 6HS, 12HS, 48HS e 72HS

(p<0,05).

Como se pode observar na figura 37, a actividade da mieloperoxidase (MPO) atingiu
valores maximos nos grupos 24HS e 72HS comparativamente ao controlo, no
gastrocnemius e soleus, respectivamente. O incremento de actividade da MPO foi mais

acentuado no gastrocnemius (170%) comparativamente ao soleus (60%).
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Figura 37: Efeito da suspensdo do membro traseiro na actividade da actividade
da mieloperoxidase nos musculos soleus (@) e gastrocnemius (@) ao longo de
uma semana. Os valores (média + desvio padrdo) sdo expressos em
percentagem do controlo.

* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); #24HS vs. 6HS, 12HS, 48HS, 72HS
e 1wkHS (p<0,05).

2.4. Marcadores de Proteélise Celular

Na figura 38 € notério um aumento de lesdo oxidativa proteica no muasculo soleus nas
primeiras 12 horas e as 48 horas de auséncia de carga, 29% e 38% relativamente ao
controlo, respectivamente. No gastrocnemius observou-se um incremento de 27% nas

primeiras 6 horas e de 50% ao fim de uma semana de auséncia de carga.
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Figura 38: Efeito do tempo de suspensdo do membro traseiro no teor em
grupos carbonilo no muasculo soleus (@) e gastrocnemius (M). Abaixo do
histograma é apresentada uma imagem representativa do slot blot para todos

0S grupos experimentais. Os valores (média + desvio padrdo) sdo expressos

em percentagem do controlo.
* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); # 1wkHS vs. 6HS, 12HS, 48HS e

72HS (p<0,05).

Na figura 39 estdo ilustradas as alteracBes da expressdo da proteina ubiquitina no
musculo gastrocnemius ao longo de uma semana de suspensdo do membro traseiro.
Nesta figura observa-se um aumento progressivo do teor desta proteina durante as
primeiras 12 horas (75% acima do controlo). Posteriormente séo detectados dois picos de
expressao, as 48 horas e uma semana de auséncia de carga, de aproximadamente 200%
em ambos os casos.

No musculo soleus ndo se detectou expressao desta proteina com a metodologia de

western blotting utilizada.
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Figura 39: Variacdo do teor em ubiquitina no musculo gastrocnemius ao longo
de uma semana de suspensao do membro traseiro. Abaixo do histograma é
apresentada uma imagem representativa do western blotting para todos os
grupos experimentais. Os valores (média + desvio padrédo) sdo expressos em

percentagem do controlo.
* Cont vs. todos o0s outros grupos (p<0,05); #24HS vs. 6HS, 12HS, 48HS e

1wkHS (p<0,05).

Relativamente a expressao do factor de transcricdo NF-kB, observaram-se algumas
diferencas no teor relativo das subunidades do NF-kB nos musculos soleus e
gastrocnemius em condi¢cbes basais. Enquanto que no muasculo soleus, os valores de
densidade optica (DO) por mg de proteina sdo mais elevados para a subunidade p65

relativamente a p50, no gastrocnemius verifica-se uma tendéncia oposta (tabela 8).

Tabela 8: Valores de DO per mg de proteina para as subunidades p65 e p50 do NF-
kB nos miusculos soleus e gastrocnemius para o grupo controlo. Os resultados sao

valores médios * desvio padréao.

Musculo
DO/mg proteina Soleus Gastrocnemius
p65 1,004 £ 0,010 1,016 + 0,005
p50 0,668 + 0,068 1,328 + 0,312

A variacdo da expressao do factor de transcricdo NF-kB no musculo gastrocnemius ao
longo de uma semana de suspensdo do membro traseiro apresentou uma tendéncia
semelhante a da ubiquitina, isto é, o seu teor aumentou até as 12 horas de suspensao do

membro traseiro tendo diminuido no restante periodo experimental, embora apresente
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teores acima do controlo (figura 40). As alteragbes mais proeminentes foram observadas

para a subunidade p65 no grupo experimental 12HS (280% acima do controlo).
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Figura 40: Efeito da suspensao do membro traseiro na quantidade de NF-kB
(p65 (@) e p50 (M)) no musculo gastrocnemius ao longo de uma semana.
Abaixo do histograma é apresentada uma imagem representativa do western
blotting para cada grupo experimental. Os valores (média + desvio padrdo) sdo
expressos em percentagem relativa ao grupo controlo.

*Cont vs. outros grupos (p<0,05).

BN

No que se refere a expressdo de NF-kB no musculo soleus, notou-se um aumento
significativo da expressdo de p65 nas primeiras 12 horas de auséncia de carga (15%
relativamente ao controlo). Relativamente a subunidade p50, reconhece-se na figura 41
uma diminuicdo nao significativa da sua expressdo nas primeiras 24 horas de auséncia

de carga.
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Figura 41: Efeito da suspensdo do membro traseiro na quantidade de NF-kB
(p65 (M) e p50 (@)) no musculo soleus ao longo de uma semana. Abaixo do
histograma é apresentada uma imagem representativa do western blotting
para cada grupo experimental. Os valores (média + desvio padrdo) séo
expressos em percentagem relativa ao controlo.

*Cont vs. 12HS (p<0,05); # 12HS vs. 6HS (p<0,05); T 24HS vs. 48HS e 1wkHS
(p<0,05).

A actividade das calpainas foi determinada nos diferentes musculos estudados tendo-se
obtido valores basais claramente mais elevados no gastrocnemius comparativamente ao

soleus (tabela 9).

Tabela 9: Valores de actividade das calpainas, expressa em variacdo da densidade
optica ( DO) /min/mg de proteina, nos musculos soleus e gastrocnemius para o
rupo controlo. Os resultados séo valores médios * desvio padréo.

Musculo Soleus Gastrocnemius
Calpainas
( DO/min/mg proteina) 0,668 + 0,068 1,328 £ 0,312

A actividade das calpainas apresentou varia¢des significativas em ambos os musculos
analisados ao longo de uma semana de suspensdo do membro traseiro. No
gastrocnemius, a actividade destas proteases aumentou gradualmente apresentando um

maximo de 48% relativamente ao controlo, as 48 horas de suspensdo do membro
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traseiro. No soleus, também se observou um incremento maximo de aproximadamente

500% da actividade das calpainas no grupo 48HS (figura 42).
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Figura 42: Variacdo da actividade das calpainas no musculo soleus @) e no
gastrocnemius (m) ao longo de uma semana de suspensdo do membro
traseiro. Os resultados (média + desvio padrdo) sdo expressos em
percentagem do controlo.

* Cont vs. todos os outros grupos (p<0,05); ¥ 24HS vs. 12HS, 72HS e 1wkHS
(p<0,05); # 48HS vs. 6HS, 12HS, 24HS, 72HS e 1wkHS (p<0,05); T 1wkHS
vs. 12HS (p<0,05).

2.5. Marcadores de proliferacao celular

Os resultados referentes as alteracfes induzidas pela suspensdao do membro traseiro na
proliferacdo celular sdo apresentados para o musculo gastrocnemius apesar de
inicialmente se ter tentado aplicar a mesma abordagem experimental ao soleus. No
entanto, a sensibilidade dos métodos utilizados com essa finalidade, particularmente os
que envolveram o manuseamento de amostras de DNA, ndo foi suficiente para ser

aplicada com sucesso a um musculo tdo pequeno como o soleus.

A razdo proteina-DNA traduz a resposta atréfica do gastrocnemius ao longo de uma
semana de suspensdo do membro traseiro. A andlise da figura 43 evidencia alterages
acentuadas deste parametro nos primeiros momentos do protocolo experimental. Apds
48 horas de auséncia de carga e durante o restante periodo experimental analisado,
observa-se um aumento constante da razdo proteina — DNA. As alteracBes temporais

deste marcador de atrofia muscular esquelética parecem reflectir, essencialmente, as
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variagbes proeminentes da relagdo teor de DNA: massa muscular, como se pode

constatar na figura 43.
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Figura 43: Variacdo da razdo proteina:massa muscular (@), DNA:massa
muscular (=) e proteina:DNA (A) do musculo gastrocnemius ao longo de uma
semana de suspensdo do membro traseiro. Os valores (média + desvio
padrdo) sdo expressos como percentagem do controlo.

*p<0,05 vs. Oh (Cont).

A actividade proliferativa no musculo gastrocnemius foi monitorizada com recurso a
técnica de south-western blotting. Os resultados obtidos com esta metodologia
evidenciam um aumento de 200% da actividade mitética comparativamente ao grupo
controlo, durante as primeiras 6 horas seguido de um decréscimo gradual até as 72 horas
de auséncia de carga (figura 44). Ap6és uma semana de suspensdo do membro traseiro, a

proliferagdo celular aumentou aproximadamente 130% relativamente ao controlo.
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Figura 44: Efeito da suspensdo do membro traseiro na proliferagdo celular no
musculo gastrocnemius avaliada por south-western blotting. Imediatamente
abaixo do histograma, a imagem evidencia um blotting representativo da
incorporacdo de BrdU por cada grupo experimental. Os valores (média e desvio
padrdo) sdo expressos como percentagem acima do controlo (Cont).

* p<0,05 Cont vs. todos os outros grupos; # p<0,05 6HS vs. 12HS, 24HS,
48HS, 72HS e 1wkHS; T p<0,05 12HS vs. 24HS, 48HS e 72HS; t p<0,05 24HS
vs. 48HS, 72HS e 1wkHS; p<0,05 48HS vs. 1wkHS; N p<0,05 72HS vs.
1wkHS.

101






Discussao

V. Discussao

103






Discussao

Com o intuito de simular um ambiente de auséncia de gravidade, no presente trabalho
optdmos por suspender 0os animais pela cauda, atendendo a adequacgdo deste modelo
para o estudo do sistema muscular esquelético sob condicbes de microgravidade
simulada [89, 187]. A maioria dos trabalhos sobre atrofia muscular esquelética, utilizando
este e outros modelos experimentais, analisam o processo de deterioracdo muscular
normalmente ap6s uma semana de auséncia de carga [20, 29, 73, 91, 102, 120, 139,
192, 248, 257]. A convicgcdo de que 0s momentos iniciais da resposta muscular
esquelética a condicdes de microgravidade simulada s&do determinantes para a
progressao da atrofia e que o seu conhecimento detalhado podera ajudar na planificacédo
de medidas preventivas e no desenvolvimento de terapias eficazes, conduziu a
delineacdo deste estudo. Assim, neste trabalho, procedeu-se a andlise da contribuicdo de
varios mecanismos celulares na progressdo da resposta atréfica em dois muasculos
esqueléticos com fendtipos distintos, em diferentes momentos ao longo de uma semana

de suspenséo dos ratinhos pela sua cauda.

Os resultados morfométricos apresentados na figura 8, comprovam que a suspensado dos
animais induz uma diminuicao significativa da area de seccao transversal das fibras, tanto
no musculo soleus como no gastrocnemius, 0 que esta de acordo com estudos anteriores
[28, 49, 65, 93, 94, 139, 183, 248, 284]. No entanto, a diminuicdo da &rea de secc¢éo
transversal da fibra do musculo soleus observada no nosso estudo (aproximadamente
27%) foi menor do que a constatada por Dapp et al. [65] (37%) e por Mussachia et al.
[192] (40%) apOs 0 mesmo periodo de suspensdo do membro traseiro e de voo espacial,
respectivamente. No nosso estudo, a diminuicdo da &rea de secc¢do transversal média
das fibras foi mais acentuada no musculo gastrocnemius (44%) do que no soleus,
embora com maior variabilidade intragrupo (evidenciada pelo maior desvio padréo), o que
se podera ser atribuido ao facto de se ter considerado simultaneamente as por¢cdes
branca e vermelha deste musculo (figura 8). Esta tendéncia dos resultados foi inesperada
atendendo a generalidade do descrito na literatura que refere uma maior atrofia das fibras
de contraccédo lenta relativamente as de contraccao rapida [28, 73, 74, 77, 91, 93, 197,
231, 276]. A analise diferencial das por¢des branca e vermelha do gastrocnemius (figura
9) evidencia uma diminuicdo ligeiramente superior da area de secc¢do transversal das
fiboras da porcdo vermelha relativamente a branca (47% vs. 40%). No entanto, outros
autores observaram uma tendéncia semelhante a constatada no nosso trabalho.
Mussachia et al. [192] observaram no masculo extensor digitorium longus (EDL) reducbes

significativas da area de seccao transversal de fibras de contrac¢édo rapida e apenas
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reducdes marginais da &rea de seccdo transversal das fibras de contraccdo lenta ap6s
uma semana de voo espacial. Também Edgerton et al. [84] registaram uma diminui¢éo
significativa da area de secc¢do transversal das fibras do vastus lateralis em humanos
apos 11 dias de voo espacial, sendo mais evidente nas fibras tipo llb do que nas tipo I.
Estas diferencas entre os varios estudos poderdo ser explicadas por diversos factores,
tais como a estirpe dos animais utilizados, o desenho experimental e, sobretudo, a
técnica de corte dos musculos em andlise dado que nado existe um indicador que possa
garantir a eficacia do padrdo de corte. Uma fibra pode estar cortada transversalmente e
as adjacentes ndo. Independentemente da maior ou menor susceptibilidade do tipo de
fibora muscular a auséncia de carga, em todos os estudos, incluindo o nosso, foi
constatado no final do periodo experimental, uma diminuicdo do tamanho da fibra
muscular sugestiva da ocorréncia de atrofia. Assim, os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que o modelo de hipogravidade simulada utilizado foi eficaz na inducédo de

atrofia muscular esquelética.

Os dados relativos as alteracdes de massa muscular esquelética (tabelas 2 & 3)
evidenciam uma diminuicdo significativa deste indicador de atrofia, & semelhanca do
constatado em estudos anteriores [73, 91, 93, 94, 118, 120, 121, 138, 149, 231]. Nos
musculos esqueléticos avaliados, observaram-se decréscimos mais proeminentes no
soleus comparativamente ao gastrocnemius apdés uma semana de microgravidade
simulada (33% vs. 17%, respectivamente). Fitts et al. [91], registaram diminui¢cbes de
massa muscular superiores a 37% no musculo soleus de rato ap6s uma semana de voo
espacial. Contudo, apds voos espaciais de longa duracdo (superiores a 200 dias), 0s
declinios de massa muscular apresentaram valores semelhantes em ambos 0s musculos
soleus e gastrocnemius reflectindo-se numa diminuicdo funcional de aproximadamente

30% na for¢ca muscular [91].

Apesar da massa muscular ser bastante utilizada como um indicador geral de atrofia, no
caso do musculo gastrocnemius, este marcador € utilizado com alguma prudéncia dado
que o limite proximal deste musculo ndo € bem definido, ao contrario do soleus, pelo que
0 volume de musculo colectado poderd nédo corresponder a massa real (total) do
gastrocnemius. A diminuicdo de massa neste musculo foi menor do que a reducéo da
area de seccao transversal da fibra. Contrariamente, no soleus a reducdo de massa
muscular foi mais acentuada do que o declinio de volume da fibra avaliada pela area de

secgdo transversal da mesma, ao contrario do constatado por Desplanches et al. [73],
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gue reportaram uma diminuicdo de 60% de massa muscular e de 75% da area de seccao
transversal da fibra no soleus ap6s 5 semanas de suspensédo do membro traseiro. Berg et
al. [28], constataram que, paralelamente a diminuicdo da area de seccao transversal da
fibora muscular observada em humanos ap6s 4 semanas de auséncia de carga, ocorre
uma diminuicdo da densidade muscular avaliada por radiologia. Segundo estes autores,
esta diminuicdo de densidade muscular sugere a deposicdo de gordura ou um aumento
do teor de 4gua nos musculos. O nosso estudo avaliou a resposta atréfica em tempos
mais curtos de microgravidade simulada comparativamente a trabalhos experimentais
similares, pelo que é de esperar que as manifestacdes de atrofia muscular esquelética
sejam menos acentuadas. Ainda assim, foram observadas alteracfes ultraestruturais
sugestivas de edema intracelular logo a partir das 12 horas de suspensdo do membro
traseiro (figura 19). Da mesma forma, a ocorréncia de uma reaccao inflamatoéria
pressupbe a existéncia concomitante de um edema intersticial. Dado que muitos dos
parametros estudados na resposta atréfica séo relativizados a massa muscular, entdo a
atrofia muscular esquelética poderd estar a ser subestimada [28]. A reducdo da area
transversal das fibras também pode ter sido subvalorizada pela existéncia de edema

intracelular.

Esta perda de massa muscular é espelhada por um decréscimo acentuado de proteina
muscular [28, 94, 120, 121]. De facto, os resultados obtidos para o muasculo soleus no
nosso estudo (tabela 2) reflectem esta tendéncia dado que, paralelamente a diminuicédo
de massa muscular, foi observado um decréscimo significativo da concentracdo de
proteina muscular (32%). No gastrocnemius também se observou uma diminuicdo da
proteina muscular ao fim de uma semana de auséncia de carga embora sem significado
estatistico (tabela 3). Esta diminuicdo da concentragdo proteica podera encontrar-se
subvalorizada, particularmente a partir das 24 horas, atendendo ao pico de actividade da
MPO (figura 37), dado que a formacdo do exsudado da reaccdo inflamatéria podera
contribuir de forma significativa para o0 aumento da quantidade de proteina no musculo

como um todo.

No caso do gastrocnemius, utilizou-se também, como marcador de atrofia muscular, a
relacdo entre a concentracao de proteina e o teor de DNA (figura 43). A razéo proteina-
DNA é por vezes utilizada como indicador de atrofia muscular esquelética uma vez que
as alteracbes observadas neste pardmetro sdo consistentes com a diminuicdo do

tamanho de fibra [121, 284]. Embora o DNA muscular total seja heterogéneo e possa
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estar contaminado com DNA ndo muscular, a razdo proteina-DNA no musculo é
geralmente utilizada como um parametro grosseiro de avaliagdo do dominio mionuclear,
gue é também directamente proporcional & area de secc¢do transversal da fibra [121].
Atendendo aos resultados apresentados na figura 43 para o musculo gastrocnemius, o
perfil de variacdo do teor proteina-DNA parece reflectir essencialmente as variagbes da
guantidade de DNA relativizada a massa muscular uma vez que ndo se observaram
diferencas significativas na concentracdo proteica por massa de muasculo, o que esta de
acordo com os resultados obtidos anteriormente por Darr e Schultz [66]. A quantidade de
DNA/massa de musculo diminuiu apds uma semana de auséncia de carga 0 que parece
reflectir a perda total de nlcleos genericamente observada em musculos atréficos [120,
183, 192, 284]. Mussachia et al. [192], observaram perdas comparaveis de massa
muscular, de concentracdo proteica total, de RNA total e da razdo DNA-proteina no
musculo soleus de animais submetidos a uma semana de suspensao total do organismo.
Estas observacdes confirmam a relacdo existente entre a massa muscular e a razéo
DNA-proteina, o que torna esta relagdo um indicador adequado de atrofia muscular
esquelética. Os resultados apresentados na figura 43 suportam a tendéncia observada na
figura 8 e na tabela 3 para o masculo gastrocnemius. Estes dados sugerem, ainda, que a
diminuicdo do teor em DNA constituiu uma das reaccdes celulares primérias do tecido

muscular esquelético a auséncia de carga.

A atrofia muscular e a concomitante deterioracdo funcional observada durante a
suspensdo dos animais nao pode ser atribuida apenas a reducao proporcional de volume
muscular e dos seus componentes estruturais [231]. Esta entidade anatomopatoldgica
ocorre com altera¢des desproporcionais ao nivel dos componentes celulares especificos,
gue podem envolver a regulacdo da expressao genética com modificagbes proteicas. As
alteracbes dos componentes proteicos resultam em tecidos com diferentes niveis de
actina vs. miosina, de enzimas aerobias vs. anaerobias e de isoformas envolvidas na
contraccdo lenta vs. rapida, com consequente modificacdo da capacidade contractil
muscular [231]. Uma vez que as isoformas de MLC apresentam também um papel
importante nas propriedades contracteis das fibras musculares, recentemente alguns
trabalhos experimentais [41, 250, 273] referem as alteracbes destas isoformas como uma
das alteracdes fenotipicas associadas a atrofia do tecido muscular. De facto, alguns
autores, com recurso a diversos estimulos experimentais [40, 41, 249, 250, 272, 273],
tém observado que as transformacdes ocorridas a nivel das isoformas de MHC séo

acompanhadas de alteragfes no mesmo sentido, isto é, de fibras tipo | para tipo Il, e de
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forma sequencial das isoformas de MLC. Os resultados do nosso estudo (tabela 4)
evidenciam uma alteracéo fenotipica das fibras musculares do gastrocnemius de animais
sujeitos ao processo atréfico. De facto, ap6s uma semana de suspensdo dos ratinhos,
este musculo apresentou uma diminuicdo das isoformas de MLC1ls e de MLC2s e um
consequente aumento das isoformas de MLC1f, de MLC2f e verificou-se ainda um
incremento acentuado da isoforma de MLC3f. De forma semelhante, no trabalho
desenvolvido por Stevens et al. [250], e utilizando como modelo experimental a
suspensdo de membros traseiros de ratos Wistar, durante um periodo de 14 dias,
verificou-se um aumento da proporcao de fibras de contrac¢ao rapida em detrimento de
fibras de contraccdo lenta. Estes autores demostraram que, relativamente ao musculo
gastrocnemius, as alteracBes fendtipicas das isoformas de MLC acompanham as
modificacBes das isoformas de MHC. Neste sentido, observaram um decréscimo das
isoformas de MLC1s que foi acompanhado de um aumento da expressao das isoformas
de MLC1f. Constataram, ainda, um aumento bastante pronunciado da isoforma de
MLC3f, o que vem de encontro ao facto de esta isoforma apresentar maior afinidade para
as isoformas de MHC IId e de MHC IIb [250, 272], cuja expressao parece aumentar em
condi¢cdes atréficas, com prejuizo na expressao das isoformas de MHC lla [45, 250, 259].
Um outro estudo, utilizando o mesmo modelo experimental mas durante um periodo de 3
semanas [220], mostrou que as altera¢bes fendtipicas, observadas no musculo soleus de
ratos jovens, consistiram no aparecimento das isoformas de MHC lid e de MHC llb, ndo
usuais neste tipo de musculo. Estes autores constataram ainda altera¢des na expressao
das isoformas de MLC, evidenciadas por uma diminuicdo da isoforma de MLC2s e por
um aumento das isoformas de MLC1f e MLC2f. No nosso trabalho, contrariamente ao
esperado e ao observado no musculo gastrocnemius, ndo se observaram alteracdes no
teor relativo das isoformas MLC no musculo soleus, possivelmente justificado pelo curto
periodo de suspensdo do animal (uma semana). Se a resposta atréfica tivesse sido
avaliada apdés periodos mais prolongados de suspensdo do membro traseiro ter-se-iam
observado alteracdes significativas da percentagem das diferentes isoformas MLC.

A semelhanca existente entre as alteracdes fenotipicas observadas no nosso estudo,
para 0 gastrocnemius, e 0os de outros estudos com tempos mais prolongados de
microgravidade simulada sugere que os mecanismos celulares subjacentes as fases
iniciais do processo atrofico parecem determinar a tendéncia fenotipica observada em
etapas posteriores.

O aumento da expressdo da isoforma de MLC2f observado no nosso estudo, vem de

encontro ao constatado por Bozzo et al. [41] que paralelamente as transformagfes de
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fibras de contraccdo lenta em fibras de contraccdo rapida, verificaram um incremento da
expressao das isoformas de MLC2f, bem como do grau de fosforilacdo destas isoformas.
Efectivamente, o aumento da fosforilagcdo da MLC2 tem sido associado & atrofia induzida
por suspensao do membro traseiro [41]. O estado de fosforilagdo da MLC é mediada pela
MLCK (myosin light chain kinase), uma cinase especifica das miosinas, que requer a

calmodulina-célcio para a sua activacao [179].

As alteracdes dos parametros morfométricos e bioquimicos de atrofia avaliados no
presente trabalho experimental poderdo ser compreendidos com base nos mecanismos
de adaptacdo celular. Por exemplo, as fibras musculares esqueléticas sdo células
multinucleadas pelo que oferecem a possibilidade de regular a expressao proteica ndo so
por alteracdo diferencial no padrao e/ou quantidade de expressao genética mas também
por modificacdes no numero total de mionucleos disponiveis para a expressao genética
[284]. Tem sido demonstrado que a diminuicdo da actividade muscular resulta na
diminuicdo do tamanho da fibra e do numero mionuclear [171, 236, 284]. Até ao
momento, a informacao existente na literatura tem sido pouco consensual no que respeita
a importancia dos mecanismos de morte celular subjacentes as alteracdes morfolégicas
observadas em situagbes de microgravidade simulada. A maioria dos estudos que
analisa as alteragBes bioquimicas associadas a condi¢fes atréficas defende a teoria de
gue 0s mecanismos apoptoticos sdo responsaveis pela remodelagdo tecidual observada
em tais condigbes [7, 145, 165, 237, 263]. No entanto, alguns estudos, baseados
essencialmente em dados morfolégicos, defendem a ideia de que a necrose desempenha
o0 papel primordial na degenerescéncia do tecido muscular observada em condi¢des
atréficas [14]. No nosso trabalho, a contribuicdo da apoptose e da reac¢ao inflamatdria foi
simultaneamente monitorizada e, de uma forma geral, os resultados sugerem que ambos
0S mecanismos contribuem para o desenvolvimento da resposta atréfica do tecido
muscular esquelético. Tais observacdes levantam a hipdtese de que estes processos
celulares ndo sdo tdo independentes como previamente suposto e podem,
inclusivamente, partilhar de algumas caracteristicas comuns. Assim, a “aponecrose”,
mais do que a apoptose ou a necrose isoladamente, podera explicar as adaptacdes
bioguimicas e morfoldégicas observadas em condicbes atréficas de uma forma
semelhante a previamente descrita por Formigli et al. [95] para linhas celulares de
fibroblastos. A andlise da contribuicdo dos mecanismos de morte celular na resposta
atrofica de musculos com diferentes fenétipos sugere que a apoptose assume particular

importancia no musculo soleus embora alguma actividade inflamatéria subsequente ao
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pico de actividade apoptética tenha sido observada, o que esta de acordo com o0s
estudos que defendem a teoria da “aponecrose” [95, 200].

Os valores absolutos dos marcadores gerais de apoptose e de autélise (tabelas 5 & 7)
evidenciam valores basais do indice de apoptose e de actividade das caspases-3 e -8
mais elevados no soleus comparativamente ao gastrocnemius. Esta maior predisposicao
do soleus a apoptose poder-se-a atribuir ao maior nimero de mionucleos existente nas
fibras deste musculo, constituido quase exclusivamente nos animais por nés utilizados
por fibras de contraccdo lenta, como anteriormente constatado por varios autores [10,
284]. As diferencas de densidade mionuclear entre os tipos de fibras e entre os tipos de
musculos podem estar associadas as varias propriedades das fibras. Por exemplo, as
fiboras de contraccdo lenta apresentam uma capacidade oxidativa e de resisténcia a
fadiga elevadas, sendo normalmente recrutadas antes das fibras de contrac¢éo rapida
nos trabalhos de baixa intensidade [284]. Também foi sugerido que algumas das
decis0Bes relativas a destruicdo nuclear residem no préprio nucleo, o que podera explicar
a maior susceptibilidade do soleus (com maior densidade mionuclear do que o
gastrocnemius) a apoptose [10]. Mais ainda, havendo uma elevada correlacdo entre o
teor mitocondrial e 0 niumero de mionucleos presentes na fibra, como previamente
sugerido [8, 90], entdo é possivel que a activacao da apoptose pela via mitocondrial, um
mecanismo apoptotico fulcral no masculo esquelético [3, 235, 263] possa assumir um
maior destaque no soleus.

Durante uma semana de suspensdo observaram-se alteragcdes significativas do teor em
mono- e oligonucleossomas citosoélicos em ambos 0os musculos avaliados, sugestivas da
activacao da apoptose. No soleus, o incremento deste marcador apoptético foi superior
(200%) ao gastrocnemius (140%), como se pode constatar na figura 28. Smith et al. [237]
também registaram um aumento da incidéncia da apoptose, avaliada por TUNEL, no
musculo soleus de coelho apo6s dois dias de imobilizacdo. Assim, a perda de massa
muscular durante o desuso podera ser mediada pela diminuicdo do numero de nucleos
com manutencao de um balanco no dominio mionuclear [9, 236]. A analise da figura 28
permite ainda verificar que o pico de actividade apoptética no musculo gastrocnemius
precede no tempo a resposta apoptética maxima do soleus, 6 vs. 24 horas
respectivamente. Estes dados bioquimicos apontam claramente para a activacdo dos
mecanismos apoptéticos em condicbes de microgravidade simulada, o que podera
justificar a reducdo do teor em DNA observada no musculo gastrocnemius nestas
condicbes (figura 43). No entanto, ndo foram encontradas evidéncias morfologicas

inequivocas da ocorréncia de apoptose, exceptuando a observagdo de algumas
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estruturas celulares sugestivas de hipotéticos corpos apoptéticos no musculo soleus, 72
horas apds a auséncia de carga (figura 25). A analise morfolégica parece néo reforgar as
evidéncias bioquimicas observadas que apontam claramente para o envolvimento de
uma resposta apoptética em condicbes de hipogravidade simulada. A avaliagdo
ultraestrutural da apoptose € complexa no tecido muscular esquelético pelo facto de este
processo assistir a eliminacdo de mionudcleos e dos respectivos dominios e ndo a morte
da miofibra. Assim, o reconhecimento microscopico da apoptose é dificultado pela
ocorréncia de manifestacdes especificas do musculo esquelético, distintas do

classicamente descrito para este mecanismo de morte celular noutros tecidos [7, 237].

A contribuicdo da autdlise e da reaccdo inflamatoéria no processo atréfico foi avaliada
utilizando como indicadores, respectivamente, a actividade da enzima lisossd6mica N-
acetilglucosaminidase (NAG) [173] e das calpainas (proteases intracelulares néao-
lisossomais activadas pela perda da homeostasia do Ca®* [22, 109]) e da
mieloperoxidase (MPO), uma enzima do sistema de defesa dos neutréfilos envolvida na
geracdo do potente agente oxidante acido hipocloroso [17, 26, 42, 104, 262]. Apesar dos
valores basais de actividade destas enzimas serem mais elevados no gastrocnemius
(tabela 7), foram observados incrementos de actividade da NAG e das calpainas,
comparativamente ao grupo controlo, mais elevados no soleus ao longo de uma semana
de auséncia de carga (figuras 36 & 42). Estes resultados foram ainda reforgados pelos
dados ultraestruturais sugestivos de activagdo lisossomica nas fibras musculares
esqueléticas e em algumas células endoteliais (figuras 20 & 21). Estudos prévios [22,
271] registaram, igualmente, um acréscimo da actividade de enzimas lisossémicas em
véarias condicfes atroficas. O sistema lisossémico € provavelmente activado pela perda
da homeostasia ao célcio e pela sua consequente acumulagéo intracelular [14, 137]. O
envolvimento das calpainas na atrofia muscular esquelética parece ser, actualmente,
inquestionavel e, neste contexto, assume diversos papeis [22, 133]. Ao contrario das
enzimas lisossdémicas, as calpainas contribuem para a degradacdo de proteinas
citosdlicas [22, 133, 254, 271]. A activacdo destas proteases foi verificada na necrose
associada a distrofias musculares [22, 243] e parece também estar envolvida na
regulacdo da expressao genética em condic¢des atréficas, dado promoverem a quebra de
alguns factores de transcricdo e assim, modularem a sua actividade transcripcional [22,
260].

A actividade da MPO apresentou valores absolutos mais elevados no gastrochemius

(tabela 7) tendo igualmente sido observadas variacOes, relativas ao controlo, mais
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acentuadas neste musculo (figura 37). Adicionalmente, e considerando o periodo em
estudo, a actividade méaxima desta enzima verificou-se as 24 horas no gastrocnemius e
as 48 horas no soleus (figura 37). Estes resultados sugerem que a resposta inflamatoria
assume particular preponderancia na atrofia do musculo de contrac¢éo rapida analisado,
e precede no tempo a do musculo soleus. Através da andlise ultraestrutural, foram
detectados sinais de infiltracdo fagocitica, também as 24 e 48 horas de suspenséo do
membro traseiro no gastrocnemius e soleus, respectivamente (figuras 22, 23 & 24). Estes
dados sugerem que os musculos analisados foram acometidos por células inflamatérias
que geralmente participam na remocdo dos detritos celulares, permitindo assim a
consequente reparacdo muscular [14, 267]. A semelhanca do descrito para a sobrecarga
muscular induzida pelo exercicio, as células inflamatdrias podem também contribuir para
a degradacdo e subsequente necrose segmentar de algumas fibras, atendendo aos
efeitos citotdxicos dos seus componentes que séo libertados para o espaco intersticial
[267]. O sinal subjacente a activacdo desta resposta inflamatéria no musculo esquelético
em condicBes de microgravidade simulada permanece, no entanto, por esclarecer.
Belcastro et al. [26] sugeriram que no musculo esquelético submetido a exercicio, a
mieloperoxidase podera ser activada pelas calpainas e/ou por fragmentos resultantes da
sua accdo sobre as proteinas celulares. Talvez no caso da atrofia se verifique uma
resposta muscular semelhante, embora o perfil de actividade destas enzimas observado

no nosso estudo (figuras 37 & 42) ndo permita tirar conclusdes nesse sentido.

Para suportar os resultados obtidos para o indice apoptético e com a finalidade de
elucidar possiveis vias apoptoticas que culminam na quebra internucleossomal do DNA,
determinou-se a actividade das caspases-3 e -8. Os resultados indicam uma actividade
méxima da caspase-3 as 12 horas de suspensdo do membro traseiro no masculo soleus,
que precede o pico do teor em mono- e oligonucleossomas observado no grupo
experimental 24HS. No gastrocnemius, o teor maximo de fragmentos internucleossomais
citosélicos de DNA coincidiu no tempo com a actividade maxima da caspase-3, 0 que
sugere que neste musculo a resposta apoptética é activada mais precocemente. A
caspase-3 esta envolvida na protedlise de inibidores de endonucleases activando assim a
CAD (caspase activated DNase), responsavel pela fragmentacéo internucleossomal do
DNA [2-4, 78, 80, 141]. Paralelamente, a caspase-3 inactiva a PARP (poly (ADP-ribose)
polymerase) e proteinas cinases DNA-dependentes, duas importantes enzimas de
reparacdo de DNA. Assim, o efeito combinado da activacdo da CAD e da inibicdo das

enzimas de reparacdo do DNA contribui para a degradacdo desimpedida do DNA
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genomico observada durante a apoptose [4, 141]. Os dados apresentados neste trabalho
sugerem que a activacdo desta enzima proteolitica podera estar parcialmente associada
a degradacéo de proteina muscular e a reducdo de massa muscular observada nas fases
iniciais do processo atrofico. Mais ainda, a coincidéncia temporal entre o pico de
actividade da caspase-3 (figura 30) e a proliferacdo maxima de células satélite (tabela 1)
observada no musculo gastrocnemius apos 6 horas de auséncia de carga suporta, pelo
menos em parte, as observagfes intrigantes de Ruest et al. [219] que defendem a
hipétese de que a activacdo da caspase-3 € exclusiva de musculos embrionérios e
regenerativos. No entanto, ndo se conhecem estudos que defendam a ocorréncia de

processos de regeneracdo muscular associados a estimulos atroficos.

S&o varias as vias celulares que podem activar esta caspase “executora”. Uma envolve
0s “receptores de morte” existentes a superficie da célula, que por sua vez activam uma
cascata de eventos que tem a caspase-8 como a protease “iniciadora” [2, 43, 58, 76, 127,
274]. A outra via envolve a mitocondria e € iniciada pela libertacdo do citocromo ¢ para o
citosol [2, 3, 5, 30, 43, 50, 103, 127, 263]. A alteracdo da permeabilidade mitocondrial
induzida pela apoptose é controlada pela familia de proteinas reguladoras Bcl-2 [3, 5, 30,
52, 55, 61, 115, 162, 178, 263, 281]. Os membros anti-apoptoticos desta familia (como
por exemplo Bcl-2 e Bcl-X,) actuam primariamente na supressdo da libertacdo do
citocromo ¢ para o citosol. Em oposi¢éo, 0s membros pro-apoptoticos (como por exemplo
0 Bax e Bid) favorecem o efluxo do citocromo c e potenciam a disfuncéo mitocondrial [3,
55, 62, 162, 178, 263]. Pelo acima referido, a monitorizacdo da actividade da caspase-8
foi efectuada para avaliar a contribuicdo da via extrinseca na activacdo da apoptose em
condicdes atréficas. A razdo Bax-Bcl-2 foi escolhida como indicador da via intrinseca. Os
resultados destes marcadores sugerem claramente que ambas as vias contribuem para a
ocorréncia de apoptose nas condicGes atrdficas impostas. Alway et al. [11] também
sugeriram que a degenerescéncia muscular induzida pela desnervacdo € devida a
apoptose atendendo ao aumento significativo da actividade da caspase-8 e dos niveis de
Bax que verificaram nestas condi¢Bes. Os resultados apresentados nas figuras 29 e 30
sugerem gque nas condicfes de microgravidade estudadas, o receptor de morte celular
tera sido activado dado que a actividade da caspase-8 espelhou a actividade da caspase-
3 com um valor maximo no grupo 6HS e 12HS no gastrocnemius e soleus,
respectivamente. Assim, pode-se especular que a caspase-8 terd contribuido para a
degradacdo mionuclear no soleus e gastrocnemius por activacdo de caspases efectoras.

Estes resultados apontam claramente para o envolvimento de factores extrinsecos



Discussao

intersticiais, provavelmente associados com o factor de necrose tumoral a, na activagao
da apoptose muscular esquelética nas fases iniciais da suspensao do membro traseiro [4,
27, 116]. Mais ainda, a caspase-8 pode iniciar outra cascata do processo apoptético [4,
27]. A caspase-8 amplifica a cascata proteolitica por quebra do factor citoplasmatico Bid,
um membro pro-apoptético da familia Bcl-2, num pequeno fragmento de 15KDa
designado Bid truncado (tBid). O tBid desloca-se, entdo, do citosol para a mitocondria
onde se liga ao Bax e induz a libertacdo do citocromo ¢ [4, 27, 43]. Benchoua et al. [27]
também sugeriram que a caspase-8 pode actuar como uma caspase executora ao nivel
do ndcleo. Com base num modelo de isquemia aguda, estes autores demonstraram que
em células apoptéticas a caspase-8 desloca-se para o nucleo onde cliva a PARP-2, um
membro da familia poly (ADP-ribose) polymerase, envolvida na reparacdo do DNA.
Assim, a caspase-8 poderd ser vista ndo s6 como uma caspase iniciadora mas também
como uma protease amplificadora e efectora. Estes mdultiplos papéis da caspase-8
parecem assumir maior importancia no soleus uma vez que o incremento de actividade
desta enzima foi mais evidente neste musculo (figuras 29 & 30).

Os mecanismos pelos quais a familia de proteinas Bcl-2 regula a libertacdo do citocromo
¢ da mitocondria ndo se encontram totalmente esclarecidos. No entanto, a razdo Bax-Bcl-
2 é apontada como um factor determinante na libertac&o do citocromo c¢ para o citosol [3,
4, 30, 43, 127, 178, 235, 281]. Pensa-se que a regulacdo da apoptose por esta familia de
proteinas ocorre primariamente ao nivel da membrana externa mitocondrial e envolve a
permeabilizacdo mitocondrial ou a sua prevencao [127, 178, 281]. O Bax é capaz de
formar estruturas oligoméricas de grandes dimensdes que permitem a passagem de
proteinas com, pelo menos, o tamanho do citocromo ¢ (~12KDa) bem como a dissipacao
do potencial de membrana mitocondrial iniciando assim a via apoptética controlada pela
mitocéndria [79, 178, 281]. Nas condi¢cdes experimentais consideradas no nosso trabalho,
a razdo Bax-Bcl-2 aumentou no musculo soleus e apresentou 0 seu valor maximo as 6
horas ap6s a suspensdo dos animais (figura 31). Esta tendéncia deveu-se,
essencialmente, ao aumento da expressao da proteina pré-apoptotica Bax, o que esta de
acordo com os resultados de Adams et al. [3] que também verificaram uma alteracdo no
balanco entre os factores anti- e pré-apoptoticos no sentido pré-apoptético. Este efeito
esthd possivelmente associado ao rearranjo de proteinas na membrana externa
mitocondrial que permite o efluxo de citocromo c [178]. Uma vez no citosol, o citocromo ¢
activa a cascata de eventos que culminam na activacdo da caspase-3 [3, 4, 30, 43, 204,
281]. No gastrocnemius, a expressdao de Bax aumentou até as 12 horas de

microgravidade simulada, embora como a expressdo de Bcl-2 neste musculo seguiu a
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mesma tendéncia, a razdo Bax-Bcl-2 diminuiu até as 48 horas de suspensdo do animal
(figura 32). Estas observagBes sugerem que a via mitocondrial € particularmente
importante na indugdo da apoptose em condicbes de microgravidade simulada no

musculo oxidativo soleus.

A inducéo da apoptose também pode ser mediada por um processo celular independente
da activacéo de caspases [4, 30, 112, 116, 280]. Especificamente, a proteina mitocondrial
intermembranar, factor indutor da apoptose (AIF), é libertada para o citosol e é
transportada para o nudcleo onde, em colaboracdo com a EndoG, promove a
fragmentacdo do DNA [4, 30]. Esta constitui-se como uma via alternativa e mais directa
de inducdo da morte celular. A elevada actividade apoptética desta flavoproteina foi
descrita em varios tecidos, nomeadamente no musculo esquelético [4, 30]. Os resultados
obtidos relativamente as alteracdes da expressdo desta proteina ao longo de uma
semana de microgravidade simulada evidenciam um incremento significativo do seu teor
no musculo soleus de animais do grupo 24HS, enquanto que no gastrocnemius
observou-se uma elevacao gradual da expressao de AlF (figura 33). A expressdo maxima
da proteina AIF no soleus foi observada no mesmo momento ao qual foi registado o teor
mais elevado de mono- e oligonucleossomas na fracgdo citosolica. Estes resultados
sustentam a hipétese do envolvimento do AIF na fragmentagdo do DNA. O facto da
expressdo maxima do AlF ocorrer posteriormente ao pico de expressao do Bax, da razéo
Bax-Bcl-2 e de actividade das caspases-3 e -8 suporta a teoria recente de que a
libertagdo do citocromo ¢ deve ocorrer antes da libertacdo de AIF e EndoG do espaco
intermembranar mitocondrial, processo este que parece envolver a activagdo de
caspases [4]. O envolvimento da mitocéndria na apoptose parece ser bastante complexo
e ainda pouco claro. No gastrocnemius, a expressdo do AIF apresentou algumas
semelhancas com o perfil do indice apoptético e da razdo Bax/Bcl-2. No entanto, o soleus
foi o masculo que evidenciou alterac6es mais acentuadas na expressao da proteina AlF o
gque podera estar relacionado com o facto deste musculo oxidativo apresentar uma maior
densidade mitocondrial. Estes dados bioquimicos sdo suportados pelas evidéncias
ultraestruturais de swelling mitocondrial (figuras 16 & 18), provavelmente, tradutor de um

aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial [30].

A proteina supressora tumoral p53 tem sido envolvida na regulacdo da transducdo de
sinal apoptético [172, 235]. O p53 foi inicialmente identificado como o “guardido do

genoma” com base na sua capacidade de mediar a paragem do ciclo celular em G1 apés
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a lesdo do DNA [98, 195]. Actualmente, sabe-se que o p53 actua em varios processos
celulares incluindo em checkpoints do ciclo celular, reparacdo do DNA, senescéncia,
angiogénese, manutencéo da integridade gendmica e apoptose [52, 98] em resposta a
uma variedade de insultos (hipoxia, choque térmico, leséo fisica entre outros) [85]. Estdo
especialmente bem descritas duas respostas celulares a activagédo do p53: a paragem do
ciclo celular e a apoptose. A prevaléncia destas respostas depende do tipo de célula e do
ambiente [85]. O envolvimento do p53 na paragem do ciclo celular procede pela indugéo
de p21, um inibidor da ac¢édo das Cdks (cyclin-dependent kinases) [85]. O p21 é regulado
por degradacdo proteassomal durante o ciclo celular [195]. No musculo esquelético, o
p21 assume particular atencao pelo seu papel regulador no crescimento e diferenciacédo
muscular [126]. No controlo da progresséo do ciclo celular, dois complexos reguladores
assumem particular destaque: (i) o complexo formado pelas ciclinas/cinases dependentes
das ciclinas (Cd/Cdks) que promovem a progressao do ciclo celular; (ii) os inibidores das
Cd/Cdks que reprimem a progressdo do ciclo celular [126, 195]. Em contraste, o
mecanismo pelo qual o p53 promove a apoptose € menos claro embora varios estudos
indiqguem que o p53 promove a expressdo de varios genes envolvidos na apoptose,
incluindo os que codificam os receptores de morte e os membros pro-apoptéticos da
familia Bcl-2 [52, 85, 98]. A activacdo da apoptose pelo p53 pode também envolver a
destabilizagdo lisossomal. A libertacdo de enzimas lisossomais podem causar lesdo
mitocondrial com consequente libertacdo do citocromo ¢ [282]. O facto de a activacdo dos
lisossomas, geralmente associada a processos de autdlise [14, 263], poder também
ocorrer ligada a apoptose [282], reforca a teoria da aponecrose [95], embora o0s
resultados do nosso estudo (actividade da NAG) ndo sejam conclusivos nesse sentido.
Na maioria dos casos, a apoptose induzida pelo p53 decorre, posteriormente, por
activacdo da libertagdo mitocondrial do citocromo ¢ e consequente activacdo das
caspases [52, 98]. Embora a maioria dos efeitos do p53 se reportem a sua funcdo como
factor de transcri¢cdo, alguns estudos sugerem que esta proteina também pode induzir a
apoptose independentemente de nova sintese proteica [52, 98]. No entanto, parece que a
actividade ndo transcripcional do p53 desempenha essencialmente um papel auxiliar,
potenciando a morte celular mediada por esta proteina [98]. Os resultados apresentados
na figura 34 evidenciam uma acentuada inducdo da expressdo da proteina p53 no
musculo soleus, mais acentuada ao final de 24 horas de microgravidade simulada. Esta
tendéncia relaciona-se com a expressao das proteinas pro-apoptoéticas Bax e AIF e com
a fragmentacdo do DNA avaliada pelo indice apoptotico, reforcando claramente a

activacdo da via mitocondrial na apoptose induzida pela suspensdo do animal. No
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gastrocnemius o0 envolvimento do p53 nédo foi tdo convincente pois apesar de se ter
detectado um aumento da sua expressdo, este nao foi significativo (figura 34).
Inesperadamente, a expressdo da proteina p21 neste muasculo apresentou diminui¢cdes
significativas ao longo de uma semana de auséncia de carga. Atendendo ao perfil dos
parametros apoptéticos analisados, seriam de prever alteracdes mais acentuadas da
expressao desta proteina inibidora da progressdo do ciclo celular no soleus. De uma
forma geral, os resultados sugerem que 0S mecanismos apoptéticos afectam
predominantemente o musculo soleus constituido quase exclusivamente por fibras tipo I.
Recentemente, Machida e Booth [172] constataram que 0 aumento da expressdo de
proteinas sinalizadoras da apoptose como o p53, JNK, p38, MAPK e GADD45 (DNA
damage-inducible 45) induzida por 10 dias de imobilizacdo esta limitada ao muasculo de
contraccao lenta soleus, ndo tendo observado alteragcbes no musculo de contraccdo
rapida vastus lateralis. A semelhanca do constatado no presente estudo, estas alteracées
nao se correlacionaram com o grau de atrofia, avaliado pela diminuicdo de massa
muscular, que foi semelhante em ambos os musculos analisados. Assim, o papel da
apoptose na regulacdo da remodelacdo muscular em resposta a estimulos atréficos €,
aparentemente, condicionado pelas caracteristicas fenotipicas do musculo esquelético

em estudo.

A diminuicdo de massa muscular que caracteriza a atrofia muscular € acompanhada por
um acentuado desequilibrio proteico como constatado no presente estudo (tabelas 2 & 3).
A forma como esta instabilidade proteica é atingida e qual o seu impacto nas proteinas
musculares ainda permanece pouco compreendida. A deterioragdo muscular podera
resultar da redugcdo de sintese proteica, do aumento da protedlise ou da alteracédo
simultdnea de ambos os processos [140, 160]. Haddad et al. [121] observaram um
acentuado desequilibrio proteico no soleus de animais submetidos a isolamento da
espinal medula que, segundo os mesmos autores [120], podera ser atribuido a uma
diminuicdo gradual e selectiva de proteinas miofibrilares. Este decréscimo de
concentracado proteica poderd ser atribuido, segundo Fluckey et al. [94], a uma
diminuicdo da sintese proteica avaliada pela incorporacdo de aminoacidos marcados
radioactivamente. Os resultados do nosso estudo, apresentados na figura 38, sugerem a
ocorréncia de instabilidade proteica induzida pela auséncia de carga, uma vez que a
oxidacdo das proteinas musculares, avaliada pelo teor em grupos carbonilos, aumentou
em ambos os musculos esqueléticos estudados. Esta fragilidade proteica podera estar

associada a estimulagdo da protedlise durante a atrofia e parece envolver varios
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processos celulares. Neste sentido, varios marcadores bioquimicos foram doseados ao
longo de uma semana de auséncia de carga. Os lisossomas constituem um importante
componente da maquinaria degradativa das células dos mamiferos [21, 24, 100, 181].
Estas vesiculas rodeadas por membrana contém proteases, glicosidases, lipases,
nucleases e fosfatases [21, 24, 35, 181, 205]. As catepsinas séo as principais proteases
lisossomais [24]. As catepsinas lisossomais, nomeadamente a catepsina B, podem
também actuar como indutores da apoptose, tanto da via dependente como da via
independente das caspases [43, 166]. A lise do membro pré-apoptético da familia Bcl-2,
Bid, constitui um possivel mecanismo pelo qual a catepsina B pode activar a via
mitocondrial da apoptose [43], & semelhanca de um dos mecanismos descritos para a
caspase-8. Estas proteases existem geralmente em reduzida concentracdo nos tecidos
com um baixo turnover proteico como é o caso do musculo esquelético [24]. Os musculos
oxidativos de contraccdo lenta exibem, geralmente, niveis mais elevados de catepsinas
do que os musculos glicoliticos de contraccdo rapida [24]. Adicionalmente, muitas
hidrolases lisossomais ndo proteoliticas foram identificadas no musculo esquelético,
incluindo a N-acetilglucosaminidase (NAG), a b-glucosidase, a fosfatase &cida entre
outras [21, 24]. Inclusivamente, foi verificado que a actividade lisossomal aumenta no
musculo gastrocnemius ap6s 3 e 4 semanas de imobilizacdo [21]. Evidéncias
ultraestruturais (figuras 20 & 21) e bioquimicas (figura 36) da participacdo deste sistema
proteolitico na resposta atréfica induzida pela suspensdo do animal no nosso estudo,
foram encontradas em ambos os musculos analisados. O gastrocnemius, apesar de ter
sido o musculo que apresentou niveis basais de actividade da NAG mais elevados, foi 0
que apresentou menores alteracdes deste marcador lisossémico decorrentes do estimulo
atrofico aplicado.

Embora o aumento da actividade lisossomal tenha sido observado em vérias condicbes
atroficas [21, 22, 271], esta ndo parece contribuir significativamente para a degradacao
das proteinas citosélicas [22]. Esta via celular parece actuar em coordenacdo com a via
dependente da ubiquitina-proteassoma, com as calpainas ou com ambas em diferentes
condicbes de deterioracdo muscular [24, 100, 156, 181]. A maioria da protedlise
intracelular envolve o sistema ubiquitina-proteassoma [48, 208]. Este sistema caracteriza-
se pela accdo concertada de enzimas que ligam o cofactor polipeptidico ubiquitina a
proteinas, assinalando-as para serem degradadas [48, 208, 213]. Esta via também tem
sido envolvida noutros fendmenos celulares; por exemplo, o proteassoma esta envolvido
na proliferacdo celular por controlar a degradagéo proteassomal de ciclinas, Cdks e seus

inibidores [195, 283]. A sua ligacdo a apoptose esta relacionada com a capacidade de
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degradar proteinas pro- e anti-apoptoticas [195]. No sentido de avaliar a contribuicao
desta via proteolitica no processo atréfico avaliou-se a expresséo da ubiquitina em ambos
0s musculos estudados, embora a sensibilidade do método escolhido nédo tenha sido
suficiente para a detec¢do desta proteina em amostras de soleus, as quais possuiam
uma menor concentracdo proteica comparativamente ao gastrocnemius. A figura 39
evidencia elevacdes significativas da expressdo deste cofactor, cujo teor duplica apés
uma semana de microgravidade simulada. Estas observacdes confirmam o envolvimento
desta via proteolitica no processo de deterioracdo muscular subjacente a atrofia muscular
esquelética, a semelhanca do verificado por outros autores [136, 213, 238, 277]. No
entanto, estes e outros autores verificaram que o sistema ubiquitina-proteassoma nao é
capaz de degradar miofibrilas intactas, um importante alvo de degradacdo proteica em
condicbes de auséncia de peso [20, 22, 56, 136, 207, 208, 213]. As proteinas
musculares, como a actina e a miosina, sdo entdo libertadas do sarcomero por um
mecanismo que envolve o Ca?'/calpainas antes de serem degradas pelo proteassoma
[22, 23, 207]. Assim, as calpainas podem ser descritas como iniciadoras da degradacao
miofibrilar e o proteassoma como o sistema envolvido na remocdo dos fragmentos
miofibrilares para reciclagem dos aminoéacidos [22, 108]. No processo de deteriora¢ao
muscular, o local preferencial da acc¢do proteolitica das calpainas parece ser a linha Z,
uma densa rede multi-proteica localizada em ambos os lados do sarcoémero. A activagéo
das calpainas esta associada a varios fenémenos celulares. Dados mais recentes
sugerem que outra protease, a caspase-3, também pode contribuir para a atrofia
muscular [80, 207]. A activacdo de uma ou de ambas as proteases é requerida para a
bem sucedida degradacdo proteolitica dos miofilamentos durante o desuso muscular
[207]. Alguns estudos sugerem que a caspase-3 pode desempenhar um papel importante
na protedlise muscular durante a atrofia induzida pela diabetes ao promover a
degradacdo de complexos de actomiosina [80, 207]. Este aumento de actividade da
caspase-3 observado em condicfes atréficas parece resultar do aumento da actividade
da caspase-8 [207]. A regulacdo desta protease € complexa e envolve varias vias
sinalizadoras interrelacionadas. Neste sentido, as espécies reactivas de oxigénio
parecem intervir, tanto na activacdo da via do reticulo endoplasmatico (que envolve a
caspase-12) como na inducao da via da mitocéndria (por activacdo da caspase-9) [207].
Como ja acima referido, a atrofia induzida por microgravidade simulada activou de forma
significativa a caspase-3 em ambos os musculos estudados (figuras 29 & 30). A caspase-
3 parece assumir, desta forma, um papel duplo dado o seu envolvimento em processos

proteoliticos e de morte celular. Atendendo ao perfil de actividade das calpainas ao longo
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de uma semana de suspensdo do animal (figura 42), estas proteases parecem assumir
um papel de destaque no processo de deterioracdo muscular particularmente no masculo
oxidativo soleus. Estas diferencas tdo acentuadas no perfil de actividade entre os dois
musculos estudados nao reflecte o observado para a actividade da caspase-3, 0 que
sugere que, nas condi¢bes atroficas avaliadas, as calpainas ndo parecem constituir o
principal mecanismo de activacdo da caspase-3, principalmente no gastrocnemius.

O factor nuclear kB (NF-kB) é um factor de transcricdo envolvido em Vvarios processos
inflamatérios e patologicos [21]. Entre os genes alvo do NF-kB constam-se os que dao
origem as proteinas envolvidas na protedlise muscular [21, 164, 277]. O NF-kB é
constitutivamente expresso e existe no citosol como parte de um complexo
heterotrimérico que, tipicamente, compreende as proteinas de ligacdo ao DNA p50 e p65,
mais a proteina inibitéria IkB [164]. A activacdo do NF-kB requer a fosforilacdo e
subsequente conjugacdo a ubiquitina e protedlise do IkB pelo proteassoma 26S [6, 22,
130, 164]. A degradacédo do IkB pode ser induzida por uma vasta gama de estimulos e
parece ndo envolver apenas o proteassoma mas também as calpainas [22]. Uma vez
activado, o NF-kB é translocado para o nlcleo onde regula a expressdo genética,
dependente do tipo de célula envolvida [164]. Nao existe uma Unica via pela qual o NF-kB
parece actuar na célula. Estes factores existem como homo- ou heterodimeros de cinco
proteinas diferentes (p65/RelA, RelB, c-Rel, p50 e p52) [21, 22]. Embora a forma mais
comum do NF-kB envolva o heterodimero de p50 e p65, uma via alternativa activada pelo
desuso muscular envolve homodimeros de p50 [21, 22]. A activacao transcripcional de
diferentes complexos de NF-kB esta associada a expressao de diferentes tipos ou grupos
de genes [21]. A via “classica” que envolve 0 p65 esta associada a perda de proteina
enquanto que no desuso ou na desnervacao, a activacdo da via NF-kB alternativa que
envolve o p50 induz a expressdo de genes anti-apoptoéticos [22, 135]. Os resultados do
presente trabalho (figuras 40 & 41) ndo corroboram as observac8es de Hunter et al. [135]
dado que nao se observaram diferencas significativas na expressao do p50 relativamente
ao p65 em condicbes de microgravidade simulada. No caso do gastrocnemius, as
alteracBes do teor de p65 espelharam as de p50, enquanto que no soleus s6 apds as 24
horas de auséncia de carga € que se observou uma resposta semelhante. Estes
resultados sugerem que a activacdo do NF-kB induzida pela suspensédo do animal esta
essencialmente associada a activacdo de mecanismos proteoliticos, o que estd de
acordo com a maioria dos estudos que indicam uma influéncia positiva da accdo do NF-
kB em direccdo a atrofia muscular [44, 134, 140, 277]. Alguns autores sugerem, no

entanto, que o NF-kB pode ter um efeito benéfico na sobrevivéncia muscular dado que a
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sua inibicdo na presenca do factor de necrose tumoral (TNF-a) induz a morte celular
miogénica e pode inibir a protedlise muscular por influenciar negativamente a expressao
do proteassoma [22]. As interligacdes entre os varios processos celulares envolvendo o
NF-kB e os outros factores proteicos acima discutidos, complicam bastante a

compreensao da resposta atréfica.

A investigacdo no ambito da atrofia tem tentado uniformizar o fendmeno,
independentemente do estimulo iniciador. Dado que, no nosso trabalho, ndo se
observaram diferencas significativas no grau de atrofia entre o0s musculos
fenotipicamente distintos avaliados, & semelhanca do verificado em estudos prévios
[172], poder-se-ia atribuir a auséncia de carga mecanica tonica a responsabilidade
primaria pela atrofia muscular esquelética. Assim sendo, seria de prever que as fibras
lentas e rapidas fossem sujeitas a um estimulo similar decorrente da reducdo da
actividade contrdctil [172, 248]. A existéncia de sensores no musculo para a actividade
contractil foi confirmada pela delineacdo de um sensor metabdlico, AMP cinase, que
monitoriza fosfatases altamente energéticas no musculo esquelético [172, 218], o que
suporta a teoria que defende a existéncia de sensores que monitorizam a actividade
contractil e enviam mensagens para activar alteracdes adaptativas na expressao genética
[172]. No entanto, as fibras lentas sdo mais recrutadas durante as actividades normais
pelo que experimentam uma reducao relativa maior de actividade contractil o que podera
desencadear um maior stresse [172, 248]. Esta resposta muscular diferencial podera ser
explicada pela magnitude da modificacéo do nivel de actividade do musculo, dado que o
soleus segue uma reducao de actividade relativamente acentuada durante a auséncia de
carga comparativamente ao gastrocnemius. Adicionalmente, o gastrocnemius € um
musculo constituido por um grande teor de isoformas MHC de contraccéo rapida pelo que
a transicao de um fendtipo lento para rapido ocorre com menor significado [69].

Apesar do grau de atrofia ter sido similar entre os grupos musculares analisados, 0s
resultados sugerem respostas atroficas diferentes consoante os musculos analisados,
participacdes temporais diferentes dos mecanismos celulares envolvidos o que sugere

claramente néo existir um padréo geral de atrofia muscular esquelética.

A avaliagdo dos mecanismos intervenientes no desenvolvimento e progressdo da
resposta atréfica baseou-se na pesquisa de alterages ultraestruturais e no doseamento
de varios parametros bioquimicos que, ndo sendo especificos das fibras musculares,

avaliam inevitavelmente a contribuicdo de outros tipos de células dado que séo incluidas
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nos homogeneizados dos musculos analisados [7, 223, 235, 237]. De facto, as células
ditas ndo musculares (células endoteliais, fibroblastos) presentes no musculo esquelético
enquanto o6rgdo parecem ser altamente sensiveis a alteracdes da actividade
neuromuscular e de carga pelo que a regulagdo da sua sobrevivéncia ocorre
paralelamente a da fibra muscular [7, 223, 237]. Assim, neste estudo procedeu-se a
avaliacao da resposta das miofibras e de outras células do tecido muscular a estimulos
atréficos. A metodologia utilizada centrou-se nos mecanismos celulares como a apoptose
e a proliferacao celular de forma a explicar o desequilibrio observado entre o teor de DNA
e a concentracdo proteica durante a atrofia muscular esquelética induzida por uma
semana de suspensdo do animal. A razdo proteina-DNA pode ser utilizada como um
indice de avaliacdo do tamanho da fibra muscular dado ser referida na literatura como
uma medida grosseira do dominio nuclear [120, 192, 245]. Até a data ndo se conhecem
trabalhos experimentais que permitam explicar a contribuicdo temporal da auséncia de
carga nos mecanismos acima referidos. Os resultados obtidos neste estudo reforcam a
existéncia de alteracdes homeostaticas acentuadas no gastrocnemius durante a primeira
semana de auséncia de carga.

Atendendo ao perfil do teor de proteina-DNA apresentado na figura 43, podem-se
considerar 3 fases no procedimento experimental: a primeira até as 6 horas de
suspensdo do membro traseiro, a segunda fase corresponde a recuperag¢do da razéo
proteina-DNA para valores controlo, isto &, até as 48 horas e a Ultima fase caracteriza-se
por um aumento consistente embora moderado deste parametro. De acordo com o
trabalho de Darr e Schultz [66], o teor de proteina relativizado a massa muscular ndo
apresentou alteracdes significativas durante a resposta atréfica. Assim sendo, assume-se
qgue a perfil da razdo proteina-DNA reflecte essencialmente as variagfes da quantidade
de DNA por massa muscular no gastrocnemius.

Atendendo as primeiras horas de auséncia de carga, 0 aumento acentuado da razdo
proteina-DNA podera ser explicado por uma reducdo acentuada de DNA. Esta diminui¢édo
do teor de DNA podera estar relacionada com a reducédo total de mionucleos [183, 284].
Efectivamente, os dados apresentados nha figura 28 corroboram esta conjectura uma vez
que é notoério um intenso pico de actividade apoptética as 6 horas de auséncia de carga.
Estes resultados suportam o conceito de que a apoptose constitui 0 mecanismo
responsavel pela eliminacdo de mionucleos das miofibras atroficas [7, 120].
Paralelamente a estes acontecimentos catabolicos, verifica-se uma acentuada actividade
de proliferacdo celular (figura 44), possivelmente representativa de uma resposta de

feedback negativo. Esta actividade proliferativa apresenta diferentes padrdes temporais
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dependentes do tipo de células analisadas. O conceito de resposta de feedback negativo
€ suportado pelo predominio de células satélite na intensa pool de células proliferativas
observada as 6 horas de suspensdo do membro traseiro (tabela 1). Este periodo inicial
de répida proliferacdo foi previamente observado na atrofia induzida por desnervagéo
[143, 144] e foi também sugerido por Desplanches et al. [73] em condi¢cdes de
hipocinesia-hipodinamia. No entanto, a maioria dos estudos com modelos experimentais
de atrofia muscular esquelética induzida por auséncia de carga descrevem uma
diminuicdo do numero absoluto de células satélite [125, 143, 144, 184, 189, 228]. Esta
aparente contradicdo podera ser explicada pelo facto destes estudos de microgravidade
simulada terem analisado o processo atréfico ao fim de periodos prolongados de
auséncia de carga [7, 228]. Do nosso ponto de vista, o periodo experimental ao qual se
avalia a actividade mitética parece ser crucial no reconhecimento da activacdo de células
satélite em condi¢Bes atrdéficas.

Apesar da ligeira reducéo da proliferacdo celular na segunda fase (figura 44), os niveis de
incorporacdo de BrdU continuam a ser mais elevados do que no controlo. Contudo, esta
actividade proliferativa foi mais notdria nos nucleos centrais da fibra. De facto, um
aumento significativo no teor de incorporacdo de BrdU por estes nucleos foi evidente
tendo-se observado um valor maximo as 12 horas pos suspensao do membro traseiro
(tabela 1). Esta observacéo esta de acordo com a nogdo de que a activacao de células
satélite culmina na adi¢cdo de nucleos ao sincicio da fibra [9, 13, 117] embora continue
por esclarecer qual o sinal inicial que induz as células satélite a entrar no ciclo
proliferativo. O numero de células intersticiais ndo-endoteliais em proliferagdo também
aumentou durante este periodo, apos ter alcancado um valor minimo as 6 horas de
auséncia de carga.

ApoOs 48 horas de microgravidade simulada, a actividade proliferativa aumentou devido a
duplicacdo de células intersticiais ndo-endoteliais, 0 que esta de acordo com estudos
anteriores [142, 227]. O subsequente aumento de tecido conjuntivo que rodeia os
capilares intramusculares poderd perturbar o fornecimento sanguineo as fibras
musculares, resultando num ciclo vicioso de eventos que potenciam o processo atrofico
[16, 120, 142]. Adicionalmente, a fibrose intersticial podera levar a um tipo de condicdo
isquémica cronica contribuindo para a progressiva perda de massa muscular [38]. Todos
0s outros tipos de células apresentaram uma diminui¢cdo consistente no teor de marcacao
com BrdU por fibra. Relativamente a diminuicdo da incorporacédo de BrdU pelas células
endoteliais, os resultados obtidos suportam os dados previamente assinalados por Fujino

et al. [99] que apontam para uma remodelacdo adaptativa da rede capilar induzida por
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suspensdo do membro traseiro. A reducéo do fluxo sanguineo induzida pelas condi¢bes
atréficas e pela correspondente diminuigcdo da libertacdo de metabolitos vasoactivos [174]
podera alterar o numero, didmetro e tortuosidade dos capilares [99]. O ajustamento
estrutural dos capilares para uma configuracdo rectilinea é uma consequéncia
morfoldgica a considerar no processo atréfico dado que podera diminuir a capacidade de
distribuicdo de oxigénio [99]. Neste sentido, é de considerar a apoptose endotelial como
um potencial factor contribuidor na remodelacdo da rede capilar durante a auséncia de
carga [38, 99]. Contudo, pouco € conhecido acerca do acoplamento entre a
microvasculatura e a diminuicdo das exigéncias funcionais, como provavelmente ocorre
durante a atrofia muscular. A duracdo das condi¢cdes de desuso [16, 268], bem como o
fendtipo muscular esquelético [174, 268], poderao influenciar esta interdependéncia.

Atendendo ao perfil de marcacdo das células satélite com BrdU (tabela 1), parece que
estas células sdo mais susceptiveis a morte celular programada apds 48 horas de
suspensdo do membro traseiro. Jejurikar et al. [144] também observaram um aumento da
susceptibilidade das células satélite activadas a apoptose apds deshervacdo, o que
sugere a ocorréncia de uma regulacdo sincronizada entre a sobrevivéncia das células

satélite e o seu suicidio programado.

Em resumo, as acentuadas alterag6es morfoldgicas e citologicas observadas durante as
condi¢es atroficas estudadas, sugerem o envolvimento de processos reguladores por
feedback entre os mecanismos apoptéticos e proliferativos cujo conhecimento detalhado
parece merecer estudos experimentais mais minuciosos e direccionados. Adicionalmente,
o presente trabalho enfatiza a contribuicdo da populacéo de células ndo musculares na
progressdo da atrofia induzida pela suspensdo do membro traseiro. O comportamento
peculiar das células intersticiais endoteliais vs. ndo endoteliais observado, esta de acordo
a descrita diminuicdo da capilaridade e eventual fibrose intersticial associada ao desuso
muscular por longos periodos de tempo. Dado que o modelo experimental utilizado neste
estudo apresenta repercussfes semelhantes a situacdo de acamamento e
microgravidade em humanos, os resultados extraidos do presente trabalho poderéo ser

extrapolados para humanos, que deverdo apresentar respostas celulares semelhantes.
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Com base nos resultados dos varios marcadores bioguimicos e morfolégicos avaliados, é

possivel tirar as seguintes conclusdes:

(i)

(ii)

(iif)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

A suspensao pela cauda dos ratinhos, durante uma semana, resultou num
decréscimo significativo da area de seccao transversal das fibras musculares
e da massa muscular total do soleus e do gastrocnemius, tradutor da
ocorréncia de atrofia muscular esquelética nestes muasculos.

Vérias estratégias celulares e moleculares parecem ter sido utilizadas pelo
tecido muscular esquelético face as condigcbes impostas de microgravidade
simulada, merecendo particular destaque os mecanismos proteoliticos e os de
morte celular.

No gastrocnemius, a suspensdo dos animais induziu uma conversdo das
caracteristicas bioquimicas tipicas das fibras de contrac¢cdo lenta para
caracteristicas tipicas das fibras de contracc¢éo rapida.

Os indicadores de autllise e de resposta inflamatéria, bem como os de
apoptose, apresentaram variacdes de actividade ou de expresséo ao longo de
uma semana de suspensdo do animal, podendo explicar as adaptacbes
celulares observadas na situacdo em estudo.

De uma forma geral, os parametros bioquimicos de apoptose evidenciaram
alteracbes mais proeminentes nos momentos iniciais da suspensao do animal,
enquanto que os de autblise parecem ter sido activados em momentos
posteriores da resposta atroéfica.

Os vérios marcadores bioquimicos de apoptose sugerem o envolvimento das
vias tradicionais, quer da via mitocondrial, quer da via extrinseca, na activacao
da apoptose; contudo, uma via pré-apoptotica independente das caspases,
também parece intervir na resposta atrofica.

O mausculo soleus evidenciou uma resposta apoptética mais proeminente
comparativamente ao musculo gastrochemius.

O desequilibrio proteico decorrente do estimulo atrofico parece estar
associada a activacdo da proteolise muscular por activacédo da via lisossomal,
das calpainas e do sistema da ubiquitina-proteassoma.

Estas vias celulares parecem actuar concertadamente com os mecanismos de
proliferacdo celular envolvendo células satélite, células instersticiais

endoteliais e ndo endoteliais.
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) A activacdo dos varios mecanismos celulares difere consoante o musculo
analisado, sugerindo a ndo existéncia de um padréo geral de atrofia muscular

esquelética.
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