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RESUMO

FABIO, TL. Efeitos da hipdxia intermitente crénica no metabolismo de proteinas em
musculos esqueléticos de ratos. Ribeirdo Preto, 2009. 90 f. Dissertacdo (Mestrado)

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

O objetivo principal do presente estudo foi investigar os efeitos da hipdxia cronica
intermitente (HIC) no metabolismo de proteinas em musculos esquelético de ratos jovens.
Considerando que a hipoxia é uma situacdo que afeta todo o metabolismo celular, avaliou-se
também as possiveis alteracbes do metabolismo de carboidratos e lipidios na musculatura
esquelética. Para isso, ratos de aproximadamente 3 semanas foram expostos a 9 dias de HIC
(6% O, durante 40s em intervalos de 9 min; 8 h por dia). No décimo dia, o grupo HIC
desenvolveu hipertrofia cardiaca e aumentou o contetdo de dopamina na glandula adrenal
sugerindo hiperatividade simpética. A massa corporal dos animais hipoxicos foi menor que a
dos animais controles e este efeito foi associado a reducdo da massa muscular esquelética, a
atrofia das fibras tipo Ila/l e Ila nos muasculos soleus e a menor velocidade de sintese protéica
tanto no masculo soleus quanto no EDL. O grupo de animais hipdxicos apresentou menores
valores da proteolise total, diminuigdo na atividade da proteolise Ca*2-dependente e aumento
no contetdo protéico da forma autolisada (ativa) da p-calpaina e da calpastatina, o inibidor
enddgeno das calpainas. Além disso, o presente estudo mostra que a HIC resultou em aumento
do contetido de glicogénio hepatico e muscular (soleus) e reducéo da oxidacdo de glicose em
musculos soleus e EDL. Paralelamente, a HIC aumentou a oxidacdo de acidos graxos pelos
musculos esqueléticos incubados na presenga de insulina e a atividade enzimatica de dois
componentes da cadeia respiratéria mitocondrial (complexos Il e 1V). Esses dados sugerem

gue a atividade simpatica aumentada dos ratos jovens submetidos a HIC inibiu a prote6lise



Ca*?-dependente nos musculos soleus devido a0 aumento dos niveis de calpastatina. Esse
efeito antiproteolitico parece ser um importante mecanismo de atenuagdo da perda de massa
muscular esquelética oxidativa e da perda adicional da massa corporal, em um periodo critico
do desenvolvimento do animal. Nossos dados também indicam que a HIC induz adaptacGes
metabolicas que possibilitam maior aproveitamento dos acidos graxos como fonte de energia,

ao mesmo tempo que a glicose ¢é desviada para a sintese de glicogénio.



ABSTRACT

FABIO, TL. Effects of chronic intermittent hypoxia on skeletal muscle protein metabolism
in rats. 2009. 90 p. Dissertation (Master degree) School of Medicine of Ribeirdo Preto,

University of Sdo Paulo, Ribeir&o Preto, 20009.

The main goal of the present study was to investigate the effects of chronic intermittent
hypoxia (CIH) on protein metabolism in skeletal muscles from juvenile rats. Considering that
hypoxia is a stimulus that affects the whole metabolism, we have also investigated the
possible changes that occur in muscle carbohydrate and lipid metabolism. For this, 3-week-old
rats were exposed to 9 days of CIH (6% O, for 40s at 9 min intervals; 8h-day™). On the 10"
day CIH rats developed cardiac hyperthophy with a higher content of dopamine in adrenal
gland suggesting sympathetic hyperactivity. The body weight of CIH rats was smaller than
control and this effect was associated with a loss of skeletal muscle mass, an atrophy of type
I1a/l and 1A fibers in soleus muscle, and lower in vitro rates of protein synthesis in both
soleus and EDL. The CIH group exhibited lower rates of overall proteolysis, which were
accompanied by a decreased activity of Ca**-dependent proteolysis and an increase in the
protein content of autolyzed p-calpain and calpastatin, the endogenous inhibitor of calpains.
Regarding carbohydrate and lipid metabolism, the present study shows that the CIH-induced
improvement of glycogen in liver and soleus muscle was associated with lower rates of
muscle glucose oxidation. Furthermore, CIH increased the fatty acid oxidation in skeletal
muscles incubated in the presence of insulin and the activity of two components of respiratory
chain (complex Il and 1V). These data suggest that the enhanced sympathetic activity of
juvenile rats submitted to CIH inhibits the Ca®*-dependent proteolysis in soleus muscles by

increasing calpastatin levels. This antiproteolytic effect may prevent muscle mass wasting,



mainly in oxidative muscles such as soleus, and additional loss of body weight on this critical
period of the development. In addition, CIH induces metabolic adaptations that lead to a shift
from carbohydrate metabolism to fat metabolism in skeletal muscle. As a result, the content of

muscle glycogen is preserved.
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1. Introdugéo

A hipoxia tecidual ocorre quando o suprimento de oxigénio (O,) para os tecidos é
incapaz de satisfazer a demanda celular. Dependendo de sua origem, a hipoxia tecidual
pode ser classificada em: 1) Hipoxia hipdxica: causada por uma baixa tensdo de
oxigénio (Pap,) no sangue arterial (ex: exposicdo as altas altitudes, doenca pulmonar,
sindrome da apnéia obstrutiva do sono, etc.); 2) Hipdxia anémica: causada por uma
capacidade reduzida do sangue em transportar O, (ex: anemia, envenenamento por
monoxido de carbono, etc.); 3) Hipoxia circulatoria: causada por uma reducdo do
fluxo sanguineo tecidual, seja generalizada, como no choque, ou local, como no caso
das obstrucdes dos vasos e do shunt arteriovenoso e 4) Hipoxia histotoxica: causada
por substancias téxicas como, por exemplo, o cianeto que interfere diretamente com o
consumo de O, pelos tecidos (PALMA et al., 2006; WEST, 1986).

Independentemente do fator etiologico, toda condicdo hipdxica leva a
estimulacdo dos quimiorreceptores arteriais periféricos. Estes receptores consistem em
estruturas pequenas, altamente vascularizadas, localizadas na regido do arco adrtico e
medialmente aos seios carotideos, cuja estimulacdo quimica pela baixa Pag, no sangue
arterial resulta em aumento na atividade das fibras nervosas aferentes, estimulacéo de
areas centrais no bulbo e ativacdo reflexa do sistema nervoso simpatico. Estd muito
bem demonstrado que um grupo de neurdnios bulbo-espinhais localizados na parte
rostral ventrolateral do bulbo, o RVLM, contendo neurdnios glutamatérgicos, sdo a
maior fonte de neurbnios simpaticos pré-ganglionares excitatorios para a coluna
intermédio-lateral da coluna espinal. Esse conceito é suportado por observacdes que a

inibicdo farmacologica do RVLM, em roedores, induz uma grande queda na atividade



simpatica e, conseqiientemente, na pressao arterial. Além disso, aferéncias periféricas
dos quimiorreceptores arteriais, que detectam baixas tensdes de O, estabelecem suas
primeiras sinapses no NTS (nucleo do trato solitario) comissural, o qual ativa
diretamente neurénios do RVLM, evocando uma potente resposta simpato-excitatoria.
(ZOCCAL et al., 2009).

As respostas sistémicas decorrentes da hipoxia dependerdo do tempo de
exposicdo a baixa tensdo de oxigénio. Por exemplo, quando o ser humano é exposto,
agudamente, a graus moderados de hipodxia, a freqiiéncia cardiaca, o débito cardiaco e
a contratilidade miocéardica geralmente sdo aumentados, sendo todas estas alteracdes,
em grande parte, abolidas pelo tratamento com antagonistas dos receptores [3-
adrenérgicos (HANADA et al., 2003). Por outro lado, individuos que permanecem em
altas atitudes por longo periodo de tempo tornam-se cada vez mais adaptadas a baixa
PaO,, de tal forma que possam sobreviver sem os efeitos deletérios da hipoxia crénica.
Os principais mecanismos envolvidos na aclimatacdo a ambientes hipdxicos sdo o
aumento da ventilacdo pulmonar acompanhada de uma alta capacidade de difusdo dos
gases, numero aumentado de hemacias, vascularizacdo aumentada dos tecidos e a
maior capacidade da utilizacdo de oxigénio pelas células dos tecidos (BERNE et al.,
2004). Enguanto os sistemas fisioldgicos adaptam-se muito bem a hipoxia crénica
continua (BUNN & POITON, 1996; SEMENZA, 1999), pessoas submetidas a hipoxia
crénica intermitente (HIC) causadas por apnéias noturnas exibem consideravel
morbidade e mortalidade e sdo propensas a desenvolver hipertensdo, infartos do
miocardio e acidentes vasculares cerebrais (NIETO et al.,, 2000; SHAHAR et al.,

2001). Individuos que apresentam hipdxia intermitente devido as apnéias recorrentes



exibem pressdo sanguinea elevada e aumento da atividade do nervo simpético (KARA
et al., 2003). Sabendo-se que apnéias sdo associadas ndo apenas com reducdo da
tensdo de O,, mas também com hipercapnia (aumento das concentra¢des sanguineas
de CO,), modelos com animais experimentais tém sido empregados para demonstrar
que a hipoxia per se promove 0 aumento da pressdo sanguinea através da atividade
simpatica aumentada, independentemente da producéo de CO, (FLETCHER, 2001).
Quando ratos sdo expostos a HIC, observa-se 0 mesmo padrdo de resposta de
pacientes com apneia obstrutiva do sono, ou seja, aumento da atividade simpaética e
hipertensdo arterial (SICA et al., 2000; CUTLER et al.,, 2004). Foi também
demonstrado aumento do efluxo de catecolaminas da medula da adrenal de ratos
adultos expostos a hipoxia intermitente (KURI et al., 2007). O aumento da pressdo
arterial observado nesses animais € abolido pela adrenalectomia, o que demonstra o
papel fundamental da liberacdo de catecolaminas da medula da adrenal para o efeito
pressérico da hipoxia intermitente cronica (FLETCHER, 1997). ZOCCAL et al.
(2007) também demonstraram que o aumento da pressao arterial média observado em
ratos submetidos a HIC era dependente da inervacdo simpatica uma vez que este efeito

era abolido pelo tratamento com hexamet6nio, um blogueador ganglionar simpatico.

Hipoxia e metabolismo

A hipoxia desencadeia um sinal de transducdo intracelular que orquestra uma
série de processos metabolicos de defesas intracelulares que tornam o individuo mais
tolerante a baixa tensdo de O,. O declinio da sintese protéica e da atividade da bomba

de sddio/potassio sdo dois eventos que reduzem a demanda de ATP para a célula e



contribuem, conjuntamente, para a maioria das economias energeéticas que se seguem a
reducdo do turnover de ATP durante a hipoxia (HOCHACHKA et al., 1996). O
declinio da biossintese protéica global induzido pela hipoxia é, em parte, devido a
inibicdo de moléculas chaves envolvidas com a sinaliza¢éo da traducdo protéica como,
por exemplo, o elF2-a (kinase ativadora de eEF2), eEF2 (fator de elongacdo da
traducdo) e a mTOR (marcador de rapamicina em mamiferos que fosforila proteinas
downstream responsaveis por aumento de biogénese ribossomal) (LIU et al., 2006).

A tolerancia a hipoxia também depende da ativacédo de fatores de transcricao (sensiveis
a diminuicdo da tensdo de O,) que tém como funcdo regular a expressdo de um
conjunto de genes alvos. Entre estes fatores de transcricdo, 0 mais importante parece
ser o HIF-1 (fator de transcricdo induzido por hipdéxia). O HIF-1 é um fator
transcricional heterodimérico e consiste de uma subunidade a, regulada por oxigénio, e
uma subunidade B, constitutivamente expressa. O HIF-1a € regulado principalmente
pela tensdo de O,, através da degradacdo oxigénio-dependente da sua subunidade .
Em condig¢es normdxicas, 0 HIF-1a é reconhecido e ubiquitinado por uma E3 ligase
(enzima de ubiquitinacdo que “marca” as proteinas a serem degradadas pelo complexo
multi-enzimatico do proteassoma) e, em seguida, degradado pelo sistema proteolitico
ubiquitina-proteassoma. Para que o HIF-1a seja ubiquitinado é necessario que ele seja,
inicialmente, hidroxilado em residuos de prolina pela acdo da prolil-hidroxilase (PH),
uma reacao enzimatica que requer O, como co-substrato e ferro (Fe®*) como co-fator.
(JAAKKOLA et al., 2001). Por outro lado, em situacGes hipoxicas, o HIF-1a ¢é
estabilizado e inicia uma série de eventos intracelulares que incluem translocacédo

nuclear, dimerizacdo com a subunidade HIF-1B, recrutamento de coativadores



transcricionais e subsequente ligacdo aos genes alvos responsivos a hipoxia. Entres
estes podemos citar os genes envolvidos com angiogénese, eritropoese, glicélise,
metabolismo do ferro e apoptose (CANDINAS et al., 2001). Todas essas respostas
fazem parte de extensa reprogramacdo da célula norméxica para a geracdo de uma
celula mais tolerante a hipéxia. (HOCHACHKA et al., 1996).

Além dos fatores de transcricdo induzidos pela hipdxia, € bem estabelecido que a
AMPK (proteina quinase ativada por AMP) é um regulador critico do metabolismo
intermediario em situacdes de baixa producdo de ATP. Todas as acGes mediadas por
essa enzima direcionam-se no sentido de favorecer a economia energética pelas
células. Entre essas, podemos citar as ac@es classicas da AMPK na inibicdo da sintese
protéica, no aumento da oxidacdo lipidica, na captacdo de glicose, no aumento da
biogénese mitocondrial e na ativacdo transcricional de genes metabdlicos em musculo
esquelético de humanos. (ZIERATH et al., 2008).

Sabe-se que diminui¢cGes na relacdo ATP:ADP levam ao aumento da geracgdo de
AMP intracelular e este por sua vez induz a fosforilagdo e ativacdo da AMPK por
proteinas upstream como a LBKZ1, um cléassico supressor tumoral, e a quinase
dependente de Ca*’-calmodulina (HARDIE, 2008). No entanto, estudos em
fibroblastos demonstram que, na hipdxia, ndo ocorrem alteracdes na relacdo ATP:ADP
e a AMPK ¢ ativada diretamente pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas no
complexo Il da mitocondria (EMERLING et al., 2009). De fato, outros estudos tém
demonstrado que a hipoxia aumenta o estresse oxidativo devido a geracdo de ERO pela
mitocondria (PALMA et al., 2006). Assim, as ERO liberadas pela mitocondria

contribuem tanto para o aumento do Ca*? intracelular (HIDALGO & DONOSO, 2008;



HIDALGO et al., 2002, 2004) como para a ativacdo de intermediarios intracelulares
como a AMPK. EMERLING et al. (2009) demonstraram, em fibroblastos de
camundongo, que as ERO podem ativar a AMPK tanto diretamente como
indiretamente via LBK1. Além disso, o HIF-1 também é ativado devido a liberacdo de
ERO, principalmente do CIIl mitocondrial, independentemente da AMPK.

(EMERLING et al., 2007).

Hipoxia e metabolismo muscular

Tendo em vista que a musculatura esquelética representa cerca de 40% do peso
corporal do organismo humano e é diretamente inervado por fibras pds-ganglionares
simpaticas (BARKER & SAITO, 1981), é razoavel supor que este tecido seja
diretamente afetado pela hipoxia. De fato, em estudos de eletromiografia, foi
verificado um aumento significativo na atividade simpatica muscular em individuos
submetidos a hipdxia aguda (FAUCHER et al., 2004). O aumento do ténus simpético
muscular em resposta a hipdxia € um ajuste circulatério importante para manter a
vasoconstri¢cdo das arteriolas e com isso aumentar a resisténcia periférica e o débito
cardiaco, garantindo uma melhor redistribuicdo do sangue arterial para tecidos nobres.

O metabolismo muscular também ¢é profundamente alterado pela hipoxia. Sabe-
se que a principal fonte de energia para as células durante um evento hipdxico agudo €
obtida a partir da ativacdo da glicdlise, isto é, do desdobramento do glicogénio das
celulas em piruvato, que por sua vez é convertido em acido lactico (GUYTON, 1996).
O aumento da glicolise anaerdbica € uma importante estratégia de adaptacdo celular a

hipdxia, especialmente em tecidos excitaveis como o cerebro, o coragcdo e musculo



esquelético visto que a homeostasia i6nica e a integridade funcional destes tecidos sdo
dependentes de um constante suprimento de energia.

A ativacdo maxima da captacdo e o transporte de glicose pelo mausculo
esquelético sdo também estimulados pela HIC (CHIU et al., 2004). O aumento da
atividade de transporte de glicose muscular induzida pela hipdxia é resultante da maior
translocacdo para o sarcolema dos transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT4)
(NIKLASSON et al., 2000). A modulacdo dos GLUTs pela hipoxia depende do
estagio de vida do animal. Diferentemente dos animais adultos, ratos Sprague-Dawley
de apenas 3 dias apresentaram um aumento do conteldo da proteina GLUT em
resposta a diminuicdo de O,, tanto no cora¢do como em musculos esqueléticos (XIA et
al., 1997). Estes efeitos parecem ser mediados por uma via dependente de Ca*?, mas
independente da insulina, uma vez que sdo observados em situacfes de deficiéncia
insulinica como o diabetes (NIKLASSON et al., 2000) e podem ser blogueados por
inibidores tanto do reticulo sarcoplasmatico (liberador de Ca*?) como da proteina
quinase depedente de Ca**-calmodulina (WRIGHT et al., 2005). Em conjunto, estas
evidéncias experimentais indicam que o uso anaerobico da glicose e a regulacdo do
GLUT em um tecido metabolicamente importante como o musculo esquelético sdo
partes de uma estratégia global de adaptacéo a privacdo de O, (XIA et al., 1997).

Embora os ajustes cardiovasculares, respiratérios e metabolicos resultantes da
ativacdo do reflexo simpatico em situacdes de hipdxia aguda sejam relativamente bem
conhecidos, muito pouco se sabe acerca das alteracbes que ocorrem no metabolismo
intermediario, e mais especificamente, no controle do metabolismo de proteinas em

estados mais prolongados de hipoxia.



A hipoxia cronica é efetiva em reduzir a atividade enzimatica das vias oxidativas,
0 numero de mitocondrias e aumentar a conversdo de fibras musculares oxidativas em
glicoliticas. (FAUCHER et al., 2004). Diferentes estudos tém mostrado que ocorre
reducdo significativa da massa muscular em humanos submetidos a hipoxia croénica.
Como consequéncia, a area da fibra muscular é reduzida com aumento proporcional da
densidade capilar. No entanto, os mecanismos intracelulares responsaveis pela perda
de massa muscular nessas condic¢des ainda ndo foram elucidados.

Toda reducdo de massa muscular é resultante de um aumento da degradacédo de
proteinas e/ou da reducdo da sintese protéica. Estudos classicos mostram que a hipoxia
e/ou anoxia inibe a sintese protéica em diafragmas isolados de ratos (MANCHESTER
& YOUNG, 1959). Outros estudos demonstraram que a hipdxia aguda inibe a sintese
protéica em musculos gastrocnémios de ratos, sendo a fracdo de proteinas
miofibrilares a mais comprometida (PREEDY & SUGDEN, 1989). Isto pode explicar
a disfuncdo das proteinas contrateis que se tem reportado nestas condicBes
(OTTENHEIIM et al., 2005). MORRISON et al. (1988) determinaram as
concentracBes artério-venosas de tirosina em antebracos de humanos com enfisema
pulmonar (doenca cronica que se caracteriza pela baixa tensdo de oxigénio arterial) e
demonstraram que 0 mecanismo predominante da atrofia muscular observada nesses
pacientes €, assim como no rato, a reducdo na sintese protéica. Ao contrario dos
processos de sintese, praticamente nada se sabe sobre o efeito da hipdxia na
degradacéo de proteinas musculares.

As proteinas no musculo esquelético de mamiferos estdo em continua renovacao,

sendo a velocidade de sintese e degradacdo dessas moléculas precisamente reguladas



por diferentes fatores (LECKER et al., 2006). O musculo esquelético contém trés
principais sistemas proteoliticos: (a) o lisossomal que depende da atividade das
catepsinas; (b) um sistema proteolitico no qual as proteases dependem de Ca*™ para
serem ativadas (p- e mili-calpainas, que se diferenciam quanto & sensibilidade ao Ca*?)
e que possuem um inibidor endégeno conhecido como calpastatina e; (c) um sistema
que é considerado de vital importancia denominado de ubiquitina-proteassoma.

Embora grandes avancos tenham sido feitos na ultima década no conhecimento da
estrutura molecular destes diferentes componentes proteoliticos, muito pouco se
conhece sobre o papel de fatores hormonais, nutricionais e neurais que regulam as
atividades destes sistemas proteoliticos em condi¢bes fisioldgicas e patoldgicas.
FAGAN & TISCHLER (1989) estudaram os efeitos da privacdo aguda de oxigénio em
musculos soleus isolados de ratos e verificaram que a sintese foi abolida e a protedlise
aumentada. Posteriormente, estes mesmos autores (FAGAN et al, 1992)
demonstraram que a atividade proteolitica dependente de Ca*? estava aumentada em
musculos esqueléticos de aves depletados de ATP. Essas sdo as unicas evidéncias na
literatura que mostram que as calpainas tém um papel importante no aumento da
protedlise em musculos esqueléticos de aves e roedores em condicdes hipoxicas in
vitro.

Como discutido anteriormente, roedores expostos a HIC apresentam pressédo
arterial elevada, aumento da atividade simpatica e das concentracdes circulantes de
catecolaminas (BRAGA et al., 2006). Embora esses animais ndo apresentem
alteracdes das concentracdes plasmaticas de glicose e insulina, ha evidéncias de que a

liberacdo de insulina pancreatica em resposta a glicemia e 0 mecanismo de regulacéo
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central da glicemia estdo atenuados (VOLGIN & KUBIN, 2006). Foi também
demonstrado que a hipoxia intermitente, independentemente da ativacdo simpatica,
causa resisténcia a insulina em camundongos e que esta resposta estd associada a
menor utilizagdo de glicose pelas fibras musculares oxidativas (I1'YORI et al., 2006).
Todas essas alteracdes sdo bastante semelhantes ao que se observa em humanos com a
sindrome da apnéia do sono, uma desordem caracterizada por hipertenséo arterial e
que geralmente esta associada a obesidade e diabetes (PEPPARD et al., 2000). Por
essa razdo, esse modelo experimental torna-se bastante apropriado para investigar-se a
fisiopatologia dessa doenca, assim como estudar as possiveis correlacbes entre
atividade simpatica aumentada e alterac6es do metabolismo de proteinas.

Utilizando diferentes modelos de simpatectomia quimica (tratamento com
guanetidina) e cirdrgica (adrenodemedulacdo e desnervacdo lombar), estudos
anteriores de nosso laboratorio demonstraram que 0 sistema nervoso simpético, mais
precisamente a adrenalina plasmatica, exerce um controle inibitério tbénico da
protedlise dependente de Ca*? no sentido de preservar as proteinas musculares em ratos
alimentados (NAVEGANTES et al., 2000-2004). De acordo com esta hipdtese, a
funcdo anabolica das catecolaminas, em situacdes basais, € essencial para garantir a
eficiéncia do processo contratil, principalmente em musculos oxidativos como o
soleus, onde a preservacdo da massa muscular é fundamental para a manutencdo do
tbnus e postura do individuo. No entanto, nunca foi estudado o papel das
catecolaminas no metabolismo de proteinas musculares em uma situacdo de

hiperatividade simpética devido a HIC.
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Considerando nossos dados anteriores que mostram que o SNS exerce um
controle inibitdrio ténico sobre a protedlise muscular (NAVEGANTES et al., 2001-
2002), nossa hipotese é que a hiperestimulacdo simpatica induzida pela hipoxia, a

longo prazo, possa resultar em efeitos anticatabdlicos nas proteinas musculares.
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2. Objetivos

1. Principal:
Verificar os efeitos da hipoxia intermitente cronica no metabolismo de proteinas em
musculos esqueléticos oxidativos (soleus) e glicoliticos (EDL; extensor digitorum
longus) de ratos.

2. Especificos:
Utilizando ratos (~3 semanas) submetidos a hipdxia intermitente crénica (HIC),
durante 9 dias, pretendeu-se:
1-Avaliar o ganho de massa corporal, massas de diferentes tecidos e possiveis
alteracdes histoldgicas das fibras musculares esqueléticas.
2-Verificar as alteracGes nas concentracGes plasméticas das catecolaminas, no
contetdo de noradrenalina muscular, dopamina na glandula adrenal.
3-Determinar o perfil metabolico e hormonal dos animais hipoxicos por meio das
medidas da concentracdo plasmatica de glicose, lactato, acido graxo livre, insulina,
hormdnios tireoidianos, corticosterona, contetdo de &cidos graxos totais na carcaca e
glicogénio hepético e muscular.

4-Investigar as atividades das diferentes vias proteoliticas (lisossomal, dependente de

Ca*2 e ubiquitina-proteassoma) e o processo de sintese total de proteinas musculares
in vitro.

5-Quantificar o conteddo muscular dos diferentes componentes proteoliticos
(calpainas, calpastatina, subunidade C2 do proteassoma e conjugados

poliubiquitinados).
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6-Avaliar a oxidacdo de glicose e de acido graxo em musculos incubados na presenca
ou ndo de insulina.
7-Determinar a atividade enzimatica da citrato sintase e dos diferentes componentes

da cadeia respiratoria em musculos esqueléticos.



14

3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando entre 75 e 80g,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(FMRP)-USP. A razdo da utilizacdo de animais jovens foi devido & necessidade de se
obter musculos isolados com pesos adequados a preparacdo in vitro. Nessas condicdes,
os musculos mantém as condices fisioldgicas e bioquimicas ideais para o estudo do
metabolismo intermediario (KETTELHUT et al., 1988). Os animais receberam dieta
balanceada para roedores e agua ad libitum em ambiente com ciclos claro-escuro de
12 horas e temperatura controlada para 25° C. Os animais foram sacrificados as 9:30h
da manhd do décimo dia do experimento, ou seja, 16h apds o ultimo ciclo de
hipoxia/normoxia. Um grupo separado de animais foi sacrificado as 17:30h,
imediatamente ap6s o ultimo ciclo de hipdxia/normodxia para a mensuracdo do
contetdo proteico de calpastatina.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

FMRP-USP (numero 157/2008).

3.2. Hipoxia intermitente crénica

Os animais foram divididos, inicialmente, em 2 grupos experimentais pesando
em média 45g: o grupo hipoxico e o grupo controle. Os animais do grupo controle
foram mantidos sobre condigdes normoxicas em camaras similares aquelas usadas
pelos animais do grupo hipoxico. Os ratos foram colocados em gaiolas (méaximo de 6

animais por gaiola) e mantidos dentro de camaras Plexiglass (volume 210 I) equipadas
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com injetores de gas assim como sensores para O,, CO,, umidade e temperatura. O
protocolo de hipoOxia, iniciada as 8h, consistiu em 5 min. de normdxia (concentracdo
do oxigénio inspirado - Flg, - de 20,8%) seguidos de 4 min. de injecdo de N, (100%)
dentro da camara para reduzir a Flp, de 20,8 para 6% (0 que leva cerca de 200 s),
permanecendo neste nivel durante 40s. Apos este periodo de hipoxia, O, (100%) foi
injetado para retornar a Flo, para seu patamar original de 20,8%. Este ciclo de 9 min.
foi repetido por 8 horas/dia (das 9.30 am até as 5.30 pm) durante 9 dias. Durante as 16
horas restantes os animais foram mantidos a uma Flg, de 20,8%. As injecOes de N, e
O, foram reguladas por um sistema de valvula solendide, sendo a abertura e
fechamento de cada um dos ejetores controlados por um sistema computadorizado
(Oxycycler, Biospherix, Redfield, NY, USA). Nas outras camaras, na mesma sala, o
grupo controle foi exposto a Flg, de 20,8% por 24h/dia durante 9 dias. Tanto na
camara dos animais hipéxicos como na do controle, as injecdes de gas foram feitas no
nivel mais alto da cAmara para evitar que correntes de gas entrassem na gaiola no nivel
dos animais, desta forma evitando-se estresses desnecessarios. Estes experimentos
foram realizados no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular do Departamento de
Fisiologia da FMRP-USP, sob responsabilidade do Prof. Dr. Benedito Hondrio

Machado.

3.3. Massa corporal e ingestdo alimentar
Para mensurar o ganho de massa corporal e a ingestdo alimentar, os ratos foram
pesados diariamente, tendo sido alojados, ao final de cada dia de ciclo, em gaiolas

individuais cujos comedouros tinham sido pesados previamente. No dia seguinte,
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sempre em um horario determinado, os comedouros eram novamente pesados e a
diferenca entre os pesos refletia o quanto havia sido ingerido, durante a noite, por cada

animal.

3.4. Analise morfométrica dos musculos esqueléticos

Os fragmentos congelados de tecido muscular esquelético (soleus) foram
seccionados em cortes transversais sequenciais de 5 um de espessura utilizando um
criostato. Os cortes histologicos foram visualizados em microscopio éptico Olympus
IX 70 e as imagens captadas de todas as regides do corte com uma camera digital
marca Hopper Cientific acoplada a um micro-computador. Para determinar o trofismo
dos diferentes tipos de fibras musculares, as fibras dos tipos |, I/lla, Ila/l e lla e as
fibras hibridas foram mensuradas para cada animal dos grupos hipoxia e controle.

Todas as fibras do campo, visualizadas inteiramente em seu diametro transversal,
foram circundadas uma a uma, sendo medido o didmetro minimo através da funcgéo
Feret min do software de analise de imagens Image Pro Plus, versdo 4.1 para
Windows. O Feret min consiste da menor distancia, passando pelo centro do objeto,
entre duas linhas paralelas onde todo o objeto esteja contido.

Estes experimentos foram realizados no Laboratério da Profa. Dra. Claudia

Ferreira da Rosa Sobreira, no Departamento de Neurologia da FMRP-USP.

3.5. Concentracdes de catecolaminas no plasma, adrenal e masculo esquelético.
A mensuracao da atividade simpaética foi realizada através das determinacfes das

concentraces das catecolaminas no plasma, na glandula adrenal e nos musculos
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soleus e EDL. As catecolaminas foram medidas através de método previamente
padronizado em nosso laboratério (GAROFALO et al., 1996). As amostras foram
analisadas usando-se HPLC (LC-7A, Shimadzu Instruments) com uma coluna de fase

reversa Spherisorb ODS-2 (5 um) (Sigma-Aldrich).

3.6. Proteolise em musculos isolados

Na manhd do experimento, os animais controles e hipdxicos foram pesados,
escolhendo-se aqueles com pesos proximos a 75g. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical numa seqliéncia alternada entre os grupos, removendo-se
rapidamente os musculos Soleus (musculos oxidativo ou vermelho) e EDL (musculo
glicolitico ou branco). Em seguida, os muasculos foram pesados em balanca eletrénica
digital, incubados em tampédo Krebs Ringer Bicarbonato em condicbes apropriadas
para a quantificacdo da protedlise. Para estes estudos utilizaram-se metodos
desenvolvidos para a quantificacdo das diferentes vias proteoliticas em musculo
esquelético de ratos jovens incubados in vitro (KETTELHUT et al., 1988).

Este método de quantificacdo da atividade proteolitica utiliza musculos integros,
retirados rapidamente do animal e fixados por meio dos seus tenddes a suportes de
aluminio para o soleus e de acrilico para o EDL, mantendo-se assim 0S seus
comprimentos de repouso, sendo 0s mesmos posteriormente incubados em tampé&o
apropriado. A manutencdo dos musculos nestas condi¢es possibilita a difusdo de
oxigénio e nutrientes, evitando-se a anoxia das fibras musculares centrais. Desta
forma, a proteodlise muscular é reduzida, hd manutencdo dos conteudos de ATP, de

fosfocreatina e glicogénio no tecido muscular, reproduzindo as caracteristicas dos
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musculos em crescimento in vivo. Nestas condi¢fes, os musculos podem ser mantidos
in vitro por até 8h em boas condi¢bes morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas

(KETTELHUT et al., 1994).

3.6.1. Atividades proteoliticas

A determinacdo da atividade proteolitica foi estimada por meio da liberacédo de
tirosina de proteinas de musculos incubados na presenca de cicloheximida, a qual
impede a reutilizacdo dos aminoacidos para a sintese de proteinas. A tirosina € um
aminodcido normalmente escolhido para avaliacdo da protedlise por ndo ser
catabolizado e nem sintetizado "de novo" pelo musculo. Além disso, é facilmente
dosado através de um método fluorimétrico simples e de grande sensibilidade, descrito
por WAALKES & UDENFRIEND (1957). Essa liberacdo de tirosina deve refletir a
velocidade de degradacédo de todas as classes de proteinas celulares, uma vez gque este
aminodcido é distribuido em todas proteinas celulares.

As vias proteoliticas estudadas em musculos esqueléticos soleus e EDL foram a

lisossomal, a via dependente de Ca*2, a dependente de ubiquitina-proteassoma e a via
residual, seguindo os protocolos metodoldgicos descritos a seguir. A participacao das
vias correspondeu a diferenca da liberacdo de tirosina no meio de incubacédo entre 0s
musculos das patas (direita e esquerda), incubados na presenca ou auséncia de
inibidores especificos. A estimativa da Via lisossomal foi baseada na reducdo da

protedlise causada pela adicdo de bloqueadores da funcéo proteolitica lisossomal

(metilamina e aminoacidos de cadeia ramificada). A participacdo da Via Ca*2-

dependente foi avaliada a partir da comparacao de patas incubadas na auséncia ou na
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presenca de inibidores das calpainas (E64 e leupeptina), em meio livre de calcio. A

Via dependente de ubiquitina-proteassoma foi quantificada, apos bloqueio das vias

lisossomal e Ca*2.dependente, em condic¢des de incubacdo onde em uma das patas a
atividade do proteassoma serd inibida pela adicdo do MG-132. A atividade da Via
“residual” correspondera a proteolise remanescente, quando todas as 3 vias restantes

estiverem bloqueadas.

3.7. Contelido protéico dos componentes do sistema proteolitico dependente de

Cat*2,

3.7.1.Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)

Os musculos esqueléticos de ratos dos diferentes grupos experimentais foram
homogeneizados no Politrom, em 6 volumes de tampdo A (50 mM de Tris pH 7,4,
150mM de NaCl, 1ImM de EDTA, 1% de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sodio,
1% SDS, 5 ug/ml de aprotinima e 1 ug/ml de leupeptina).

O homogenado foi centrifugado a 15000 rpm, 4°C, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para quantificacdo de proteina pelo método de LOWRY et
al. (1951) e posteriormente para identificacdo do contetdo protéico de diversas
proteinas. A amostra de sobrenadante foi adicionada tamp&o da amostra [solucdo de
dodecil sulfato de sodio (SDS) 4%, 125 mM de Tris-HCI, glicerol 20%, 100 mM de
DTT, azul de bromofenol 2% e pH 6,8 ajustado com 1M de HCI].

A eletroforese em gel de SDS-PAGE foi realizada de acordo com o metodo

descrito por LAEMMLI (1970). As amostras foram aquecidas a 100°C por 4 minutos
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e aplicadas em sistema de mini-gel vertical (modelo Protean Il e IV Cell BioRad,
Bio-Rad Laboratories, CA, EUA) de acrilamida:bisacrilamida com 0,75 mm de
espessura, gel de separacdo variando de 8 a 16%. Na lateral foi aplicado padrdo de
massa molecular da Fermentas (10-170 kDa ). As corridas eletroforéticas foram
realizadas em cubas de acrilico contendo tampé&o de corrida (25mM de Tris-HCI pH

8,4,115mM de glicina, SDS 0,1%), sob voltagem de 100 Volts, durante 3 a 4 horas.

3.7.2.Western blot

Apbs a corrida eletroforética, o gel foi preparado para a transferéncia (BioRad
Trans-Blot SD Cell, EUA) de acordo com o método descrito por TOWBIN et al.
(1979). Inicialmente, o gel e a membrana de nitrocelulose foram colocados na solugéo
de transferéncia (48mM de Tris, 39mM de glicina, SDS 10% e 0,2M de metanol).
Apbds a montagem do sistema de transferéncia, as proteinas presentes no gel de
poliacrilamida foram transferidas para a membrana de nitrocelulose (NC), sendo o
processo de transferéncia realizado durante 30 minutos sob a voltagem fixa de 20
volts, a temperatura ambiente. Ap6s o término da transferéncia, a membrana de NC foi
submetida a immunoblot, sendo incubada por 1 hora, sob agitacdo, a temperatura
ambiente com leite desnatado em p6 10%, diluido em TBS-T (0,02 M de Tris-HCI,
0,16M de NaCl e 0,1% Tween 20). Apos o bloqueio, a membrana foi incubada
overnight (aproximadamente 12 horas) a 4°C com anticorpos primarios para deteccédo
da m-calpaina (1:750; anticorpo de coelho anti-m-calpaina — Cell Signaling, EUA), da
u-calpaina (1:750; anticorpo de cabra anti- p-calpaina — Santa Cruz, EUA), da

calpastatina (1:50; anticorpo de cabra anti-calpastatina — Santa Cruz, EUA), da
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subunidade C2 do proteassoma (1:750; anticorpo de coelho anti-subunidade C2 —
BostonBiochem, EUA), da B-actina (1:3000; anticorpo de camundongo anti-p-actina —
Santa Cruz, EUA) e da dineina (1/500). Os anticorpos foram entdo retirados e a
membrana devidamente lavada com solugdo de TBS-T, posteriormente incubada
durante 1 hora a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario anti-IgG ligado a
peroxidase (anti-lgG de cabra, diluicdo de 1:5.000 em TBS-T para a p-calpaina e
calpastatina; anti-lgG de camundongo, diluicéo de 1:5.000 em TBS-T para a -actina;
e anti-1gG de coelho, dilui¢do de 1:7.500 em TBS-T para m-calpaina e 1:5.000 para as
demais proteinas). Apds lavagem das membranas para remocdo do excesso de
anticorpo secundario ndo ligado, a membrana foi revelada com filme autoradiografico
(Hyperfilm ECL, Amersham), na auséncia de luz, variando entre 2 minutos e 1 hora
apos a adicdo de partes iguais dos reagentes do Kit de Quimioluminescéncia
Amplificada (ECL, Amersham).

Os contetdos relativos de m-calpaina e calpastatina foram corrigidos pela f-
actina e a p-calpaina pela dineina. Posteriormente, as bandas foram fotografadas e
quantificadas usando-se o software Lablmage (Version 2.7.1 — National Institutes of

Health, EUA).

3.8. Sintese total de proteinas musculares

Os musculos soleus e EDL foram incubados com seus tenddes fixos a suportes
apropriados para manutengdo dos seus comprimentos de repouso, em tampédo Krebs
Ringer Bicarbonato, contendo glicose e todos os vintes aminodcidos, em

concentracGes semelhantes as encontradas no plasma de ratos. Para a avaliagcdo da
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incorporacdo de aminoacidos marcados em proteinas musculares foi utilizado [U-
14C]-Tirosina (0,1 mM, 0,05 uCi/ml).

ApObs o periodo de incubacdo, os musculos foram homogeneizados com acido
tricloroacético (TCA) 5%, centrifugados e o precipitado lavado 3 vezes com 1 ml de
TCA 5%. A dissolucdo do precipitado final foi obtida pela adi¢cdo de 1 ml de dodecil
sulfato de sodio (SDS) 10% em banho maria a 40°C por 2 horas. A seguir, foram
acrescentados 4 ml de liquido de cintilacdo biodegradavel e a leitura feita em
espectrofotdmetro de cintilagdo liquida (TRI-CARB 2100TR, Packard BioScience
Company).

Os célculos para a determinacdo da sintese de proteinas utilizaram a atividade
especifica intracelular de cada musculo. Estes experimentos foram realizados no
Laboratério de Controle do Metabolismo do Departamento de Bioquimica e

Imunologia da FMRP-USP que possui licenga do CNEM para o uso de radioisétopos.

3.9. Oxidacao de glicose e palmitato

Os mausculos soleus e EDL foram incubados por 2 horas a 37°C em meio
contendo tamp&o Krebs-Ringer bicarbonato e [1-**C]-glicose (0,5 pCi/mL) ou [1-*C]-
acido palmitico (3 uCi/mL), em frascos fechados com rolhas de borracha contendo um
coletor de plastico com papel de filtro sanfonado (Whatman n°® 1 de 3x1cm) no seu
interior, no qual foi adicionado 0,25 mL de hiamina (para captar o CO, liberado pelo
musculo no meio de incubacdo). Para a solubilizacdo do acido palmitico no meio de
incubacdo e sua utilizacdo adequada pelo tecido muscular, procedeu-se a formacéo de

palmitato de sddio: preparou-se o etilato de sodio, dissolvendo uma porgéo de cerca de
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500mg de sodio metélico sem impurezas em 20ml de etanol absoluto. Enguanto
ocorria essa dissolugdo o &cido palmitico foi pesado em quantidades adequadas para a
obtencdo das diferentes concentracdes (0,3 a 2,0mM), o qual foi dissolvido em éter
etilico. Foi adicionada 1 gota de fenolftaleina (como indicador de pH) a essa solucéo,
que, em seguida foi titulada com o etilato de sodio até que ficasse rosa claro (pH
basico), indicando a incorporacdo dos ions sédio as moléculas de acido graxo.
Posteriormente todo o éter que havia sido utilizado para dissolver o acido palmitico foi
evaporado com gas nitrogénio. O palmitato de sodio formando foi entdo dissolvido em
NaCl 0,12M sob aquecimento e agitacdo, contendo 1% ou 2% de albumina,
dependendo da concentracdo de acido palmitico utilizada. Foi nesta fase que ocorreu a
ligacdo das moléculas de palmitato aos sitios da albumina. A solucdo de palmitato de
sodio ligado a albumina foi adicionada ao tampdo Krebs-Ringer para ser utilizada nos
experimentos de avaliacdo do efeito do acido palmitico no metabolismo de proteinas
de musculos esqueléticos incubados in vitro.

Musculos soleus e EDL de animais controles e hipoxicos foram incubados na
presenca ou ndo de insulina (50 mU). Apds a incubacdo, foi injetado &cido sulfurico
6N (0,25 mL) pela rolha de borracha no compartimento principal do frasco, a fim de
reduzir o pH, interromper as reacOes tissulares e favorecer a captacdo de CO,
produzido. Apds este procedimento, foi aguardado um tempo de 1 a 2 horas para que
todo o CO, fosse adsorvido pela hiamina no coletor de plastico e entdo a rolha de
borracha foi retirada. Foram colocadas 2 a 3 gotas de metanol (para aumentar a
dissolucdo da hiamina) no coletor, o qual foi transferido para um frasco contendo 4

mL de coquetel de cintilacdo biodegradavel para contagem da radioatividade
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incorporada em CO, em espectrometro de cintilacdo liquida (TRI-CARB 2100TR,
Packard BioScience Company). Os valores de oxidacdes finais tanto de glicose quanto

de palmitato foram expressos por mg de tecido muscular.

3.10. Atividades enzimaticas da citrato sintase e dos complexos da cadeia
respiratoria

As atividades da citrato sintase e dos complexos da cadeia respiratoria I, 11, 11l e
IV foram mensuradas no homogenado de musculos soleus. Os homogenados foram
preparados a partir de tecidos congelados pesando de 20 a 40 mg. Os fragmentos
foram homogenizados a 10% (peso/volume) em um tampao 50 mM Tris-HCI e 150
mM KCI, pH 7.5. Todos os ensaios foram feitos com um volume final de 1 ml a 30° C,
usando um espectofotdmetro Beckman-Coulter DU-640, como previamente descrito
(DIMAURO et al., 1987; BIRCHMACHIN et al., 1994; SRERE, 1969). As atividades
foram calculadas em nmoles/min/mg de proteina e corrigidas em relacdo a atividade

da citrato sintase.

3.10.1.Citrato sintase

A atividade da enzima citrato sintase foi quantificada em meio contendo 100 mM
de Tris-HCI no pH 8,1, 0,1 mM de 5-5"-ditio-bis (acido 2-nitrobenzoico) — DTNB e
0,3 mM de acetil CoA, ao qual foi adicionado parte do sobrenadante do
homogeneizado. A atividade foi monitorada pela alteragdo da absorvancia no
comprimento de onda de 412 nm, apos a adicdo de 0,5 mM de oxaloacetato (SRERE,

1969).
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3.10.2. Complexo I da cadeia respiratéria (NADH ubiquinona oxido-redutase)

O ensaio foi realizado com leitura no comprimento de onda de 340 nm, sendo
observada a diminuicdo na absorvancia resultante da oxidacdo da NADH. A reacéo foi
realizada em meio contendo 25 mM de tampdo de fosfato de potéssio no pH 7,5, 5
mM de cloreto de magnésio, 130 UM de NADH como agente doador, 65 UM de
coenzima Q1, 200 uM de cianeto de potassio (KCN) e 2ug/ml de antimicina A,
suplementado com 2,5 mg/ml de albumina sérica bovina. O inicio da reacdo se da apos
adicdo de parte do sobrenadante do homogeneizado. A absorvancia foi medida durante
2 minutos e entdo inibida pela adi¢do de 2 pg/ml de rotenona (BIRCHMACHIN et al.,

1994).

3.10.3. Complexo Il da cadeia respiratoria (succinato ubiquinona oxido-redutase)

O ensaio foi realizado com leitura no comprimento de onda de 600 nm, medindo-
se a variacdo da absorvancia resultante da redugdo do 2,6-diclorofenolindofenol
(DCPIP). A reacéo foi realizada em meio contendo 50 mM de tampao de fosfato de
potéassio no pH 7,0, 0,003% de DCPIP como aceptor, 16 mM de succinato como
doador e 1,5 mM de cianeto de potéssio. O inicio da reacdo se da a partir da adicdo de
parte do sobrenadante do homogeneizado, sendo observado o0 decaimento na

absorvancia durante 1 minuto (DIMAURO et al., 1987).
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3.10.4. Complexo Il da cadeia respiratoria (ubiquinol citocromo c oxido-redutase)

O ensaio foi realizado com leitura no comprimento de onda de 550 nm,
observando a variacdo da absorvancia resultante da reducdo do citocromo c. A reacdo
foi realizada em meio contendo 25 mM de tampéo de fosfato de potassio no pH 7,2, 5
mM de cloreto de magnésio, 15 mM de citocromo ¢, 2 mM de cianeto de potassio e 2
pg/ml de rotenona, suplementado com 2,5 mg/ml de albumina sérica bovina. Parte do
sobrenadante do homogeneizado foi adicionada e, ap6s alguns minutos, a reacdo foi
iniciada com a adi¢do de 35 uM de ubiquinol, sendo observado o incremento da

absorvancia durante 2 minutos (BIRCHMACHIN et al., 1994).

3.10.5. Complexo IV da cadeia respiratoria (citocromo c oxidase)

O ensaio foi realizado com leitura no comprimento de onda de 550 nm,
observando a variacdo da absorvancia resultante da oxidacéo do citocromo ¢ reduzido.
A reacdo foi realizada em meio contendo 1 mM de fosfato de potassio no pH 7,0 e 0,1
% de citocromo c reduzido. A reducdo do citocromo c foi induzida pelo hidrossulfito
de s6dio a 5%. O inicio da reacdo se da apds a adicdo de parte do sobrenadando do
homogeneizado, sendo observado o decaimento da absorvancia durante 4 minutos
(DIMAURO et al., 1987).

Estes experimentos foram realizados no Laboratorio da Profa. Dra. Claudia

Ferreria da Rosa Sobreira do Departamento de Neurologia da FMRP-USP.
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3.11. Analises bioquimicas

O sangue foi coletado em tubos heparinizados, ap6s decapitacdo dos animais. Em
seguida, o sangue foi centrifugado para obtencdo do plasma. As concentracGes
plasmaticas de glicose e lactato foram determinadas enzimaticamente em um
analisador bioguimico (YSI 2700-D, Yellow Springs, OH, USA). As dosagens
plasmaticas de insulina, corticosterona e T4 foram realizadas através de ensaio
radioimunoldgico de fase sélida, utilizando-se “kit” comercial (DPC-MEDLAB). A
concentracdo de proteinas foi mensurada pelo método mini Lowry (LOWRY et al.,
1951). O contetdo total de é&cidos graxos na carcaca foi obtido pelo método
gravimétrico. As concentracdes de &cidos graxos livres foram determinadas por
espectrofotometria modificada para leitura em placas de ELISA, utilizando o kit NEFA

(Randox, UK) para ensaio em soro.

3.12. Glicogénio hepatico e muscular

As determinacdes do conteldo de glicogénio foram realizadas a partir de
amostras de tecido hepatico (500mg) e de musculos soleus e EDL colhidas
imediatamente apo6s o sacrificio dos animais. O tecido pesado foi colocado em tubos
de centrifuga contendo 2 ml de KOH 30%. A extracéo foi realizada através do método
de SJORGREN et al.(1938) e a quantificacdo do glicogénio hepatico e muscular foi

realizado pelo método de antrona segundo CARROL et al. (1956).
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3.13. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como Médias + EPM (Erro Padrdo da Média).
Para a analise estatistica dos resultados entre 0s grupos controles e experimentais
empregaram-se analise de variancia (ANOVA) oneway ou o teste-t. Para a
caracterizacdo do padrdo de distribuicdo dos valores de didametro minimo das fibras
musculares foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov e, em seguida, o teste de
Mann-Whitney. Para a analise estatistica das atividades enzimaticas da citrato sintase e
dos complexos da cadeia respiratoria foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O nivel

de significancia utilizado foi de 5%.
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4. Resultados

4.1. Ganho de massa corporal, ingestdo alimentar, massa dos tecidos e morfometria

da musculatura esquelética.

A Figura 1 apresenta o ganho de massa corporal dos animais dos grupos
experimental e controle, pesados diariamente, ao longo de 9 dias de exposicdo a
hipdxia e normoxia, respectivamente. Os valores médios da massa corporal dos
animais hipoxicos, nos 5 primeiros dias de exposicdo a HIC, ndo foram alterados.
Porém, a partir do 7° dia, verificou-se que os animais hipdxicos ganharam menor

massa corporal (~8%) quando comparados aos seus controles.
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Figura 1. Massa corporal de ratos controles e expostos a hipdxia intermitente cronica (HIC),
durante 9 dias. Os valores séo expressos como Média + EPM (n=10). * P < 0.05 em relagéo

ao grupo controle.
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A Figura 2 apresenta os valores de consumo alimentar, corrigidos por 100g de
massa corporal (MC), de animais hipoxicos e controles. Pode-se observar que ndo
houve diferenca significativa na ingestdo de alimentos entre os grupos, durante todo o
periodo experimental. Estudos anteriores realizados no Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular do Departamento de Fisiologia mostraram que a HIC também nédo

altera a ingestdo hidrica e nem o volume urindrio dos animais (dados né&o

apresentados).
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Figura 2. Ingestdo alimentar de ratos controles e expostos a hipdxia intermitente crénica

(HIC), durante 9 dias. Os valores sdo expressos como Média + EPM (n=10).
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A reducdo do ganho de massa dos animais hipoxicos nao foi relacionada as
alteragOes da massa gorda dos animais, uma vez que ndo houve diferenca entre a
massa (mg/100g MC) dos tecidos adiposos (epidimal [Controle: 136 + 17 vs. HIC: 121
+ 10; n=10] e retroperitoneal [Controle: 143 £+ 16 vs. HIC: 133 £ 16; n=9]) e nem do
conteudo de acidos graxos de carcaca (Controle: 3.6 £ 0.2 vs. HIC: 3.5 + 0.1 g%; n=8)
entre 0s grupos estudados.

Em relacdo a massa muscular, a HIC aumentou a massa cardiaca (Figura 3) e
reduziu, significativamente, a massa (Figura 4A) dos musculos soleus e EDL (19%),
tibial anterior (18%) e gastrocnémio (17%). Esta reducédo foi em torno de 10% quando
as massas dos musculos (soleus, EDL e tibial anterior) foram corrigidas por 100g de
MC (Figura 4B). A Figura 4 (C e D) mostra a andlise histologica dos diferentes tipos
de fibras (I, I/lla, 1la/l e 11a) em musculos soleus de animais controles e hipdxicos.
Observa-se que a HIC reduziu o didametro médio minimo (Figura 4C) das fibras
musculares intermediarias do tipo lla/l (8%) e lla (10%), as quais sabidamente
possuem um perfil mais glicolitico dentre as diferentes fibras existente nos musculos
tipicamente oxidativos como o soleus. O nimero total médio de fibras analisadas ndo
foi significativamente diferente entre os grupos (Controle: 263 £+ 14 vs. HIC: 302 % 10;
n=5). Também n&o houve diferencas entre as propor¢des dos diferentes tipos de fibras
entre os grupos (Figura 4D), o que, aparentemente, demonstra que a condi¢do hipdxica
ndo induziu interconversdo das mesmas. Estes dados indicam que a perda de massa
corporal dos animais submetidos a HIC foi decorrente da reducdo da massa muscular

esquelética.
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Figura 3. Massa cardiaca de ratos controles e expostos a hipoxia intermitente cronica (HIC)

durante 9 dias. Os valores s&o expressos como Média + EP (n=9) ". P < 0.05.

4.2. Concentraces plasmaticas e teciduais de catecolaminas

Sabendo-se que a hipdxia € um poderoso estimulo da atividade simpaética
periférica, foram determinadas nesse estudo as concentracGes plasmaticas e teciduais
das catecolaminas em animais controles e expostos a HIC. Observa-se na Figura 5A
que tanto as concentracdes plasmaticas de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina)
como o contetdo de noradrenalina em musculos soleus (Figura 5B) ndo foram
alterados pela HIC. Porém, houve um aumento acentuado (~75%) no contetdo de
dopamina na glandula adrenal (Figura 5C) dos ratos hipoxicos em relacdo aos
controles, indicando um aumento da velocidade de sintese das catecolaminas pelas

células cromafins da medula adrenal (MUELLER et al., 1969).
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Figura 4. Massa dos musculos esqueléticos expressa em termos absolutos (A) e relativos (B),
Diametro medio minimo (C) e Distribuicdo percentual (D) dos diferentes tipos de fibras em
musculo soleus de ratos controles e expostos a hipdxia intermitente crénica (HIC), durante 9
dias. Os valores sdo expressos como Média + EPM (n=10). Os valores médios + EPM das
massas absolutas (mg) e relativas (mg/100g MC) dos musculos controles foram,
respectivamente: Soleus (34 + 1 e 46 £ 2); EDL 25+ 1e 34 £1); TA (101 + 4 e 140 £ 3);

Gastroc (430 £ 31 e 597 + 42). TA: Tibial Anterior; Gastroc: Gastrocnémio.
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Figura 5. Concentracdes das catecolaminas no plasma (A) e contetdo de noradrenalina no
musculo Soleus (B) e de dopamina na glandula adrenal (C) de ratos controles e expostos a
hipdxia intermitente cronica (HIC), durante 9 dias. Os valores sdo expressos como Média +

EP (n=7). " P <0.05.
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4.3. Parametros metabodlicos e hormonais

Para a caracterizacdo de nosso modelo experimental e avaliacdo de possiveis
alteracbes metabolicas e hormonais induzidas pela HIC, vérios pardmetros foram
determinados apods os 9 dias de exposicdo. A Tabela 1 mostra que as concentracdes
plasmaticas de glicose, lactato e insulina ndo se alteraram; ja os acidos graxos livres
(AGL) plasmaticos mostraram uma reducdo significante de 29% nos animais
hipdxicos em relacdo aos animais controles. Os hormonios corticosterona e tiroxina
(T,) também foram mensurados e ndo apresentaram alteracGes significativas entre
ratos hipdxicos e controles.

O conteido de glicogénio hepatico (Figura 6A) e de glicogénio do mdsculo
soleus apenas (Figura 6B) de ratos hipoxicos foi significativamente maior (~70%) do
que seus controles. O conteudo de glicogénio em masculos EDL néo foi diferente

entre os grupos experimentais (Controle: 0,83 £ 0,05 vs. HIC: 0,83 = 0,03; n=8).
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Tabela 1. Pardmetros metabolicos e hormonais em ratos controles e expostos a hipoxia
intermitente crénica (HIC), durante 9 dias.

AGL Glicose Lactato Insulina Corticosterona T4
(nmol/l) (mM) (mM)  (uU/mI) (ng/dl) (ug/dl)
Controle 0.49+0.04 73+0.1 14+0.1 9.2+0.9 64+16 5.1+0.2
HIC 0.35 +0.02" 74+01 14+0.1 75+0.7 65+1.1 52+0.2

Os valores sdo expressos como Media £ EPM (n=8-9). . * P < 0.05 em relag&o ao grupo controle.
AGL.: &cidos graxos livres, T4: tiroxina.
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Figura 6. Conteudo de glicogénio hepéatico (A) e de glicogénio muscular (B) de ratos
controles e expostos a hipdxia intermitente crénica (HIC), durante 9 dias. Os valores séo
expressos como Média + EP (n=8-9) *. P < 0.05.
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4.4. Velocidade de sintese e degradacéo total de proteinas musculares.

A Figura 7 apresenta os efeitos da HIC nos processos de sintese e degradacao de

proteinas em musculos soleus e EDL in vitro. O efeito da HIC na velocidade de sintese

protéica foi avaliado por meio da incorporacdo de tirosina marcada (U-14C) em
proteinas totais dos musculos. Como demonstrado na Figura 7A, houve uma
diminuicdo significativa (~25%) na sintese protéica tanto em soleus como em EDL de
ratos hipoxicos, em relacdo a seus controles. Os resultados apresentados na Figura 7B
mostram os valores da prote6lise total, estimada por meio da liberacdo de tirosina, em
musculos isolados de animais hipoxicos e controles. Pode-se verificar que musculos
soleus de animais submetidos a HIC apresentaram uma reducéo significativa de 17%
de sua atividade proteolitica quando comparados a animais controles. J& a atividade

proteolitica em musculos EDL néo foi alterada pela hipoxia.
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Figura 7. Sintese (A) e degradagéo proteica (B) em musculos soleus e EDL de ratos controles
e expostos a hipoxia intermitente crénica (HIC), durante 9 dias. Os valores expressos sdo
como Média + EP (n=7) " P < 0.05.



4.5. Atividades dos sistemas proteoliticos em musculos esqueléticos.

Inicialmente, foi verificado o efeito da HIC nas atividades das vias proteoliticas:
lisossomal, dependente de Ca*? e ubiquitina-proteassoma, em misculos soleus e EDL.
As atividades das vias proteoliticas nos muasculos de ratos hipdxicos variaram de
acordo com o tipo de musculo estudado. A reducdo da degradacao total de proteinas
observada em musculos soleus de ratos hipoxicos foi acompanhada por uma
diminuicdo de 50% na atividade proteolitica dependente de Ca™® (Figura 8A), sem
qualquer alteracdo nas atividades dos demais sistemas proteoliticos. As atividades da

via dependente de Ca*?, ubiquitna-proteassoma e lisossomal ndo foram alteradas em

musculos EDL de ratos expostos ao mesmo ciclo de hipdxia (Figura 8B).
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4.6. Contetido protéico dos componentes da via Ca*?-dependente em mésculos soleus.

Tendo em vista a menor atividade da via Ca**-dependente observada em masculo
soleus de ratos hipdxicos, procedeu-se a investigacdo do conteldo protéico dos
componentes implicados nesta via: as proteases (u- € m-calpaina) e o seu inibidor
endogeno, a calpastatina.

A Figura 9 mostra os conteidos protéicos das formas autolisada (ativa) e nado
autolisada (inativa) das p-calpainas em musculos soleus de ratos controles e hipoxicos.
N&o ha diferenca entre a expressdo das formas autolisada e ndo autolisada da p-
calpaina em mdsculos soleus de animais controles. No entanto, em musculos de
animais hipoxicos, a forma predominante € a autolisada. O aumento do contetdo da p-
calpaina em sua forma autolisada nos musculos dos animais hipdxicos foi de ~60% em
relacdo aos controles indicando que a HIC aumentou a forma ativa desta enzima
proteolitica. Como se pode verificar, também na Figura 9, o contetdo total (estimado
pela somatoria das analises densitométricas da protease em suas duas formas) da p-
calpaina ndo mostrou alteracdo entre os grupos hipdxicos e controles. Também néo se
observou diferenca significativa entre o conteddo protéico da m-calpaina em musculos
soleus de animais controles e hipoxicos (Figura 10).

A Figura 11A mostra que o conteudo de calpastatina dos ratos submetidos a HIC
aumentou 50% em relacdo aos controles. Resultados semelhantes a estes foram
observados em um grupo separado de animais sacrificados imediatamente apds o

ultimo ciclo da hipoxia, ou seja, as 17h do dia 9 (Figura 11B).
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Figura 10. Contetdo protéico de m-calpaina (80 kDa) corrigidos por B-actina em musculo

soleus de ratos controles e expostos a hipoxia intermitente crénica (HIC), durante 9 dias. Os

valores sdo expressos como Media + EP (n=7).
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Figura 11. Conteudo protéico calpastatina (129 kDa) corrigidos por [-actina em mdusculo
soleus de ratos controles e expostos a hipoxia intermitente crénica (HIC), durante 9 dias. A:
os animais foram sacrificados na manha seguinte a Gltima exposicdo hipoxica. B: os animais
foram sacrificados imediatamente ap6s o Gltimo evento hipdxico. Os valores sdo expressos
como Média + EP (n=7). " P < 0.05.

4.7. Contetdo protéico dos conjugados poli-ubiquitinados e da subunidade C2 do

proteassoma em musculos EDL.

Como os valores da prote6lise dependente de ubiquitna-proteassoma em musculo
EDL de ratos submetidos a HIC mostraram uma tendéncia a diminuicdo em relagao
aos controles, quantificou-se o conteddo dos conjugados de poli-ubiquitina e da
subunidade C2 do proteassoma nestes muasculos. Como pode ser verificado na Figura
12, a HIC néo induziu alteragdes significativas em nenhum desses parametros,
confirmando entdo os achados de que a atividade da via proteolitica dependente de

ubiquitna-proteassoma em musculos EDL ndo é afetada pela hipoxia.
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Figura 12. Conteddos protéicos dos conjugados de ubiquitina (fragdo miofibrilar) e

subunidade C2 do proteassoma de musculo EDL de ratos controles e expostos a hipoxia

intermitente crénica (HIC), durante 9 dias.. Os valores sdo expressos como Média + EP (n=7).

4.8. Oxidacao de glicose e palmitato pelos musculos esqueléticos.

Tendo em vista que os animais submetidos a HIC tornam-se mais tolerantes a
sobrecarga de glicose, procedeu-se a investigacdo do estado de oxidacdo dos
substratos energeéticos pelo musculo esquelético neste modelo experimental. Para isso,
0os musculos soleus e EDL de animais controles e hipoxicos foram incubados na
presenca ou ndo de insulina e a oxidacédo de glicose e palmitato estimada por meio da
incorporagdo da marca radioativa em CO,. Como pode ser observado na Figura 13
ocorreu diminuicao nas taxas de oxidacdo de glicose tanto em musculo soleus (Figura
13A) quanto em EDL (Figura 13B) incubados em meio basal sem insulina. As quedas
nas taxas de oxidacdo foram de 45% e 56% para o musculo soleus e EDL,

respectivamente. Quando os musculos da pata contralateral do mesmo animal foram
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incubados com insulina ndo foram observados alteracfes significantes nas taxas de

oxidagao de glicose.
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Figura 13. Oxidacdo de glicose em musculos soleus (A) e EDL (B), incubados ou ndo com
insulina (50mU), de ratos controles e expostos a hipdxia intermitente cronica (HIC), durante 9

dias. Os valores sdo expressos como Média + EP (n=6). P < 0.05 em relaco ao basal.

Confirmando dados prévios da literatura (SAGERSON et al., 1993, 1998;
MUOIO et al., 1999), os valores de oxidacao de palmitato nos masculos soleus e EDL
de ratos controles foram reduzidos em 44% e 30%, respectivamente (Figura 14A e B),
apos a incubacao com insulina. Embora os valores basais da oxidacdo de palmitato ndo
tenham sido alterados pela hipoxia, este estimulo reverteu completamente o efeito
inibitério da insulina em ambos os musculos. A reversdo na oxidacdo de palmitato

provocada pela HIC na presenca de insulina foi de 44% em soleus e 92% em EDL.
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Figura 14. Oxidacdo de palmitato em musculos soleus (A) e EDL (B), incubados ou ndo com
insulina (50mU), de ratos controles e expostos a hipdxia intermitente cronica (HIC), durante 9
dias. Os valores sdo expressos como Média + EP (n=8). " P < 0.05 em relagdo ao controle com

insulina. * P < 0.05 em relag&o ao basal.
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4.9. Atividades enziméaticas dos componentes proteicos da cadeia respiratoria de

musculos soleus.

A Figura 15 apresenta a atividade das diferentes enzimas da cadeia fosforilativa
corrigida pela atividade da citrato sintase da mitocéndria de musculos soleus de ratos
submetidos a HIC. Em animais hipdxicos, foi observado um aumento da atividade
(~45%) dos complexos CIII (ubiquinol citocromo C oxidorredutase) e CIV (citocromo
C oxidase). Resultados semelhantes a estes foram também observados quando a
atividade enzimatica desses componentes foi expressa por miligrama de proteina
(dados ndo mostrados). Os valores da atividade enzimatica do complexos CI (NADH-
ubiquinona oxidorredutase) de musculos de animais submetidos a hipoxia
apresentaram uma importante tendéncia ao aumento quando comparados aos
controles. A analise estatistica ndo demonstrou diferenca significativa entre a massa
mitocondrial nos grupos hipoxicos e controles (estimada tanto pela enzima da matriz
mitocondrial citrato sintase, quanto pela succinato-ubiquinona oxidorredutase, uma

enzima da membrana mitocondrial interna).
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Figura 15. Atividade dos complexos enzimaticos da cadeia fosforilativa mitocondrial
(corrigida pela atividade da citrato sintase) de musculos soleus de ratos controles e expostos a
hipoxia intermitente crénica (HIC), durante 9 dias. Os resultados sdo expressos como Média
+ EP (n=7)." P < 0.05. C I: NADH-ubiquinona oxidorredutase, ClI: succinato-ubiquinona

oxidorredutase, CllI: ubiquinol citocromo C oxidorredutase e CIV: citocromo C oxidase.
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5. Discussao

O objetivo principal deste trabalho foi verificar os efeitos da HIC, durante 9 dias,
no metabolismo protéico em musculos esqueléticos oxidativos (soleus) e glicoliticos
(EDL) de ratos. Os principais achados foram: 1) a exposi¢do cronica a hipdxia
intermitente levou a uma diminuicdo no ganho de massa corporal dos animais, a qual
foi acompanhada por uma atrofia das fibras musculares do tipo IIA e lla/l e do
turnover de proteinas (reducdo da sintese e degradacdo); 2) a diminuicdo da
degradacédo proteica que ocorreu no musculo soleus em resposta a HIC foi devido a
uma menor atividade da proteélise dependente de Ca*?; 3) o efeito inibitério da HIC
na protedlise dependente de Ca*? foi acompanhado por um aumento do contelido
protéico da forma autolisada (ativa) da p-calpaina e da calpastatina, indicando que este
sistema proteolitico esteja reduzido provavelmente pelo predominio da acdo do seu
inibidor endogeno, i.e. a calpastatina. Com relacdo as alteracbes do metabolismo de
carboidratos e lipidios, observou-se que a HIC resultou em: 4) menor oxidacdo de
glicose muscular acompanhada de acumulo nos estoques de glicogénio muscular
(soleus) e hepatico e 5) maior oxidagdo de acidos graxos como fonte de energia na
presenca da insulina in vitro e maior atividade dos complexos enzimaticos (CIII e
CIV) da cadeia respiratoria.

O modelo experimental utilizado nesse trabalho para o estudo dos efeitos da HIC
no metabolismo de proteinas em musculos esqueléticos consistiu na exposicdo cronica
de ratos (~70g) a um ambiente hipoxico. Os animais permaneceram nessas condi¢fes
durante um periodo de 8h ao dia (9:30h as 17:30h), durante 9 dias. Vale a pena

ressaltar que nas 16h restantes (17:30h as 9:30h), ou seja, durante o periodo noturno e



49

de alimentacdo, os animais permaneciam em um ambiente normdxico, conferindo
assim o carater de exposi¢do intermitente e ndo continuo a hipoxia. Devido ao periodo
de exposicdo a hipdxia coincidir exatamente com o periodo de sono dos animais, este
modelo tem sido utilizado na pesquisa basica para a melhor compreensdo da
fisiopatologia da sindrome da apnéia obstrutiva do sono. Esta sindrome é uma das
complicacBes mais comuns da obesidade e € caracterizada por obstrucdes recorrentes
das vias aéreas que resultam em periodos de hipoxia intermitente e fragmentacdo do
sono (MORRELL et al., 2000). As complicacdes cardiovasculares associadas a esta
sindrome sdo a hipertensdo arterial, as doengas coronarianas e o acidente vascular
cerebral (NIETO et al., 2000; PEPPARD et al., 2000; SHAHAR et al., 2001; PARRA
et al., 2000). Mas, ndo existem relatos na literatura acerca de possiveis alteracfes de
ganho ou perda de massa muscular esquelética em humanos com apnéia obstrutiva.
Acredita-se que a hipertensao arterial desencadeada pela HIC seja decorrente da maior
atividade do sistema nervoso simpatico. De fato, esta muito bem estabelecido que a
ativacdo do quimiorreflexo elicita excitacdo simpatica (FRANCHINI & KRIEGER,
1993; MACHADO, 2001, 2004). Estudos prévios mostram que ratos jovens (com
idade semelhante aos utilizados no presente estudo) submetidos a HIC exibem
aumento da atividade simpatica, como estimado por registros diretos do nervo
simpatico toracico (BRAGA et al., 2006). Além disso, SMITH et al. (2007) mostraram
que ratos adultos submetidos a HIC aumentam a taxa de libera¢do dos granulos de
catecolaminas das células cromafins. O presente estudo corrobora esses dados ja que a
HIC induziu ativacdo da sintese de catecolaminas na medula da adrenal, avaliada

indiretamente pelo aumento do contetdo de dopamina na adrenal de ratos hipoxicos.
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Embora nosso estudo ndo tenha detectado aumento significativo das concentragdes
plasmaticas das catecolaminas e nem no conteudo de noradrenalina muscular, dados
prévios da literatura mostram que humanos submetidos a HIC apresentam aumento do
disparo no nervo simpatico muscular (CUTLER et al., 2004). Além disso, tem-se
demonstrado aumento dessa atividade mesmo sem haver alteracdo da noradrenalina
plasmatica (ROWELL et al., 1989). O significado funcional desse aumento da
atividade simpatica induzido pela hipdxia no metabolismo protéico do mdsculo
esquelético é completamente desconhecido. O fato dos coragdes dos animais hipoxicos
ter desenvolvido hipertrofia (Figura 3) é uma evidéncia indireta de que a HIC
realmente levou a hiperativacdo simpatica em nossos animais. De fato, estudos prévios
tém mostrado uma clara correlacdo entre hiperatividade simpatica e hipertrofia
cardiaca (CHEN et al., 2006). O ganho de massa muscular cardiaca dos animais
hipoxicos foi bastante similar aquela observada em ratos tratados com [3,-agonistas
como o clembuterol (GONCALVES, 2009) e também em modelos de camundongos
transgénicos que possuem hiperatividade do sistema nervoso simpético (GILSBACH
et al., 2007). Os mecanismos intracelulares envolvidos com a hipertrofia cardiaca
induzida pela hiperatividade adrenérgica ainda ndo sdo completamente conhecidos e

sdo alvos de investigacfes em nosso laboratorio.

Sabendo-se que as a¢bes da hipdxia sdo difusas sobre o organismo, tornou-se
necessario conhecer as possiveis alteracdes fisicas, metabdlicas e hormonais induzidas
pela HIC em nossos animais. Como se pode observar na Figura 1, o ganho de massa

corporal dos ratos hipoxicos € menor do que a dos controles. Este efeito catabolico
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promovido pela hipoxia ja era esperado e ocorreu muito provavelmente devido a

diminuicdo das taxas de sintese protéica nos diferentes tecidos.

De fato, as velocidades de sintese protéica nos musculos soleus e EDL foram
reduzidas pela HIC (Figura 7A) e resultaram em uma menor massa dos musculos
estudados (Figura 4A e 4B), sendo a atrofia do soleus resultante do menor didmetro
das fibras do tipo A e lla/l (Figura 4C). Estes resultados estdo de acordo com dados
da literatura que demonstram diminuicdo no ganho de massa muscular de animais
submetidos a HIC (LAl et al. 2004). Nossos experimentos também confirmam dados
anteriores de que a sintese protéica € reduzida em células musculares C2C12
(ARTHUR et al., 2000) e em musculos isolados de ratos expostos a hipoxia aguda
(MANCHESTER & YOUNG, 1959; PREEDY & SUGDEN, 1989). Além disso,
MORRISON et al. (1988) demonstraram que 0 mecanismo predominante de perda
muscular em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) como o
enfisema (doenca na qual ocorre hipoxia devido destruicdo do parénquima pulmonar e
prejuizo na troca gasosa) € a queda na taxa fracional de sintese protéica muscular que

é acompanhada por uma queda generalizada no turnover protéico de todo o corpo.

Considerando que existe uma correlacdo direta entre perda de massa muscular
esquelética e aumento dos hormonios tireoidianos (KETTELHUT et al., 1988;
BENSO et al., 2007) e da corticosterona, um horménio liberado classicamente em
situacBes de estresse, investigou-se as concentraces plasmaticas desses horménios em
condicdes hipdxicas. Nossos resultados indicam que os efeitos observados na sintese
protéica de musculos esqueléticos de ratos submetidos a HIC provavelmente ndo

foram decorrentes de nenhum efeito indireto sobre a secrecdo da tiroxina e da
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corticosterona, uma vez que a hipdxia ndo influenciou nenhum desses parametros.
Classicamente, sabe-se que a hipdxia per se, via fator de transcricdo HIF-1a, pode
inibir vias de sinaliza¢des envolvidas com a ativacdo de processos anabélicos como o
de crescimento e proliferacdo celular (LIU et al., 2006). Vale a pena ressaltar que a
menor ganho de massa corporal promovido pela HIC também néo pode ser atribuido a
alteracbes do metabolismo lipidico j& que a massa de diferentes sitios de tecido
adiposo branco (epididimal e retroperitoneal) e o conteudo dos acidos graxos de
carcaca ndo mostraram alteracdes. Além disso, tanto a ingestdo alimentar (Figura 2)
quanto o balanco hidrico (dados ndo mostrados) mostraram-se inalterados.
Paralelamente a reducédo da sintese protéica, observada tanto em soleus como em
EDL, verificou-se, no presente trabalho, uma clara diminuicdo na proteélise total
(Figura 7B), que curiosamente ocorreu apenas nos musculos soleus. A protedlise total
no tecido muscular representa a participacdo concomitante de todos os sistemas de
degradacdo protéica (lisossomal, dependente de Ca'™ e dependente de Ub-
proteassoma). S&o inexistentes na literatura trabalhos que tenham investigado as vias
de degradacdo em musculos esquelético de roedores submetidos a HIC. Por isso,
tornou-se interessante estudar qual(is) via(s) proteolitica(s) estaria(m) implicada(s) na
degradacédo total dos musculos esqueléticos dos ratos hipdxicos. Como mostrado na
Figura 8A, houve diminuicdo na atividade da via proteolitica Ca™® -dependente em
soleus, sendo que ndo houve mudancas nas atividades dos sistemas proteoliticos
lisossomal e ubiquitina-proteassoma. No masculo EDL ndo houve alteragcdo nas

atividades das vias proteoliticas (Figura 8B), o que correlata muito bem com a
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proteolise total que também ndo mostrou nenhuma alteracdo significativa apds a

exposicdo a hipoxia (Figura 7B).

Um dos possiveis mecanismos que estariam participando da reducdo da
proteolise total em soleus de ratos hipdxicos seria a atividade simpatica aumentada,
cujo papel fisiologico no controle do metabolismo proteico muscular é anabdlico
(NAVEGANTES et al., 2009). Essa ideia € proveniente de estudos anteriores de nosso
laboratério que demonstraram que tanto a adrenalina como a noradrenalina séo
capazes de inibir a protedlise total em musculos esqueléticos de ratos normais in vitro
(NAVEGANTES et al., 2000). H& evidéncias de que a infusdo de adrenalina em
humanos induz uma rapida diminuicdo na degradacédo protéica que pode ser prevenida
pelo tratamento com propranolol, um antagonista do receptor [-adrenérgico
(SHAMOON et al., 1980). Foi também demonstrado que o efeito inibitorio in vitro
das catecolaminas na protedlise total em mdsculo esquelético isolado de ratos
(NAVEGANTES et al.,, 2000) estd associado com uma reducdo na atividade do
sistema proteolitico Ca*’-dependente. Além disso, a atividade da proteélise Ca*?-
dependente é inibida em soleus, mas ndo em EDL, pela adicdo de clembuterol
(agonista B2 adrenérgico) e do CL-316,243 (agonista B3 adrenérgico) ao meio de
incubacédo, um efeito que foi prevenido por antagonistas seletivos de adrenoceptores
B2 e P3, respectivamente. Em total concordancia com estes resultados, foi
demonstrado que o aumento na protedlise total observado em soleus de animais
simpatectomizados foi acompanhado por um aumento da protedlise Ca**-dependente
(NAVEGANTES et al., 2004). Vérias caracteristicas diferenciais relacionadas com a

via de sinalizacdo das catecolaminas entre muasculos oxidativos (soleus) e glicoliticos
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(EDL) ajudam a explicar porque apenas o musculo soleus foi responsivo ao efeito
antiproteolitico induzido pela HIC. Ha evidéncias de que musculos oxidativos como o
soleus apresentam uma maior densidade de receptores [,-adrenérgicos, maior
conteudo total da subunidade o da proteina Gs (estimulatoria), maior atividade da
adenilato ciclase e da PKA (proteina kinase ativada por AMPc), assim como maior
contetdo da forma ativa (fosforilada) da proteina ligante do elemento responsivo ao
AMPc (cAMP-responsive element-binding protein, CREB) quando comparados a
musculos mistos como o gastrocnémio e brancos como EDL (WILLIAMS et al., 1984;

HOOVER et al., 2001; BEITZEL et al., 2007; XIE et al., 2007).

O sistema proteolitico dependente de Ca*® conta com a atividade de cisteina
proteases conhecidas como calpainas (COSTELLI et al., 2005). Duas isoformas tém
recebido mais atencdo da comunidade cientifica: a calpaina 1 ou micro (u)-calpainae a
calpaina 2 ou mili (m)-calpaina. Essas denominacdes fazem referéncias as
concentracdes de Ca*? in vitro necesséarias para as ativagbes das mesmas. As duas
isoformas sdo estruturalmente semelhantes: heterodimeros com peso molecular de 110
kDa constituidos por uma subunidade de 80 e outra de 30 kDa. O mecanismo bésico
que resulta na ativagdo do componente proteolitico dependente de Ca*? depende do
aumento da sensibilidade das calpainas ao Ca*? citosélico (SAIDO et al., 1994). Isso é
resultante de um processo autoproteolitico (autolise) que remove um pequeno
fragmento de ambas as subunidades da calpaina, gerando assim uma nova forma da
molécula, a qual é ativa em concentracdes de Ca™ muito préximas aquelas
encontradas no citosol (GOLL et al., 1992). Muito embora o contetdo total das duas

isoformas das calpainas ndo tenha sido alterado pela HIC, observou-se no presente
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trabalho que a forma autolisada (ativa) da subunidade de 75kDa da p-calpaina foi
aumentada em soleus de ratos expostos a HIC (Figura 9). Interessante foi o fato de que
a forma ndo autolisada desta protease, ou seja, a sua forma inativa praticamente
desapareceu apds o estimulo hipdxico. Estes resultados sdo evidéncias indiretas de que
a atividade enzimatica da p-calpaina em musculos soleus de ratos foi aumentada pela
HIC, sendo este efeito muito provavelmente decorrente do aumento de Ca*
intracelular promovido pela hipéxia (HIDALGO & DONOSO, 2008). De fato,
diferentes estudos anteriores ja haviam demonstrado uma correlacdo entre o influxo de
Ca*? e a ativacdo das calpainas em cardiomiécitos (IIZUKA et al., 1992) e mésculos
esqueléticos (FAGAN et al., 1992) expostos ao estresse hipdxico agudo in vitro.
Embora esta hipOtese pareca bastante atraente, ndo se pode ignorar o fato de que as
concentracdes de Ca'? necessérias para desencadear a autélise das calpainas in vitro
ainda sejam extremamente altas (10 uM), quando comparadas as concentracdes
citosélicas do Ca™ livre (0.05-0.50 pM). No entanto, estudos realizados em
cardiomidcitos de cobaias indicam que a atividade catalitica das calpainas pode ser
desencadeada por concentracdes mais baixas de Ca'?, em torno de 451 nM
(MATSUMURA et al., 2001). A partir dessas observacdes, ndo se pode descartar a
possibilidade de que outros fatores independentes do Ca*® possam ter sido
responsaveis pela ativacdo da autolise da p-calpaina em musculos soleus de ratos

hipdxicos.

As células que contém calpainas possuem também um inibidor enddgeno
especifico para esta protease denominado de calpastatina, o qual ja foi isolado de

diversos tecidos, inclusive da musculatura esquelética (NAKAMURA et al., 1984).
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Nossos resultados mostram pela primeira vez na literatura que a HIC aumenta a
expressdo proteica deste inibidor em musculos esqueléticos de ratos em condicdes in
vivo (Figura 11). Esses dados corroboram estudos prévios da literatura que mostram
que a expressdo génica de duas isoformas da calpastatina € aumentada em coragdes
hipdxicos in vitro (LIN et al., 2004). Com base nessas evidéncias, podemos sugerir
que o0 maior conteudo de calpastatina observado em musculos soleus de animais
expostos a HIC provavelmente bloqueou a atividade enzimatica da p-calpaina
autolisada, sendo este 0 mecanismo intracelular responsavel pela inibi¢cdo do sistema
proteolitico dependente de Ca*® neste tipo de musculo (Figura 8A). A calpastatina
previne a ativacdo da protedlise dependente de Ca*? através da inibicdo da autdlise da
forma nativa da calpaina, de sua translocacdo para a membrana, assim como da
expressdo da atividade catalitica da calpaina autolisada (TAKANO & MAKI, 1999).
Propomos nesse estudo que o aumento do contetdo protéico da calpastatina observado
em soleus de ratos expostos a hipoxia foi decorrente da hiperatividade simpatica
muscular desencadeada pela ativacdo do quimiorreflexo. Essa hipotese esta totalmente
de acordo com a literatura, uma vez que tem sido demonstrado que a atividade e a
expressdo génica da calpastatina sdo aumentadas apds a administragdo de agonistas [3,-
adrenergicos (SAIDO et al.,1994; TAKANO & MAKI, 1999; CONG et al., 1998). Por
exemplo, PARR et al. (2001) demonstraram aumento da expressdo génica e protéica
da calpastatina apds 16 horas de alimentacdo de porcos com clembuterol. Resultados
similares tém sido observados, em nosso laboratorio, em musculos soleus de ratos
normais tratados com clembuterol durante 3 dias (GONCALVES, 2009). Como 0s [,-

agonistas ativam a PKA e esta atua no CRE das regides promotoras da calpastatina
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(CONG et al., 1998a, b), tem sido proposto que a calpastatina seja um alvo para esta
quinase. Na verdade, a calpastatina é fosforilada pela PKA e sua atividade inibitéria
contra as calpainas é aumentada pela fosforilagdo em musculos esquelético de ratos in
vitro (PONTREMOLLI et al., 1992). Além disso, evidéncias recentes indicam que 0
gene promotor da calpastatina esta aumentado em células de ratos L6G8 transfectados
com dibutiril- ;cAMP (DBCcAMP) ou forskolin (SENSKY et al., 2006), sugerindo que,
tanto o gene promotor da calpastatina quanto a proteina em si, sdo alvos da atividade
da PKA.

Esse conjunto de dados nos permite propor um modelo teérico (Figura 16) para
melhor compreender o controle adrenérgico do metabolismo de proteinas em musculo
esquelético de ratos expostos a HIC. Segundo este modelo, a hipoxia levaria,
inicialmente, ao aumento do influxo de Ca*? e a consequente autélise das calpainas na
musculatura esquelética. Em paralelo, a ativagdo de adrenoceptores B, pelas
catecolaminas liberadas pelo estimulo hipdxico levaria ao aumento do AMPc e a
ativacdo da PKA e esta, por sua vez, agiria basicamente de duas maneiras no controle
do sistema proteolitico dependente de Ca** 1) aumentando a expressdo génica e
protéica da calpastatina, 2) elevando os niveis de fosforilacdo deste inibidor. Essas
duas acOes, em conjunto, levariam a diminuicdo da atividade catalitica das calpainas

autolisadas e a inibicdo da proteélise dependente de Ca*?.
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‘ PROTEOLISE DEPENDENTE DE Ca2

Figura 16. Modelo hipotético dos mecanismos envolvidos na inibicdo da protedlise
dependente de calcio em musculos soleus de ratos, durante a diminui¢do cronica intermitente

da tensdo arterial de oxigénio.

A via de sinalizagdo de adrenoceptores ,/AMPC/PKA, aparentemente mais ativa
em musculos oxidativos como o soleus, poderia justificar o motivo pelo qual somente
este tipo muscular tenha respondido a HIC. Nota-se também o fato deste mecanismo
antiproteolitico ndo estar presente em musculos ricos em fibras glicoliticas como o
EDL, onde ndo se observou inibicdo da atividade proteolitica dependente de Ca** em
reposta a hipdxia. Interessante que, ao contrario do musculo soleus, tambem néo se

verificou inibicdo da atividade deste sistema proteolitico em musculos EDL de ratos
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tratados com clembuterol por um curto intervalo de tempo (GONCALVES, 2009) e
nem aumento de sua atividade ap0s a simpatectomia quimica (NAVEGANTES et al.,
1999). Analisando os resultados da morfometria, demonstrou-se no presente estudo
que a perda de massa de musculos soleus expostos a HIC ocorreu devido a atrofia das
fibras musculares tipo Ila/l e lla, as quais sabidamente possuem um tipo de
metabolismo mais glicolitico quando comparadas as demais fibras existentes nos
musculos oxidativos como o soleus. O numero total dos tipos de fibras ndo foi alterado
nos musculos soleus, 0 que, aparentemente, demonstra que nao ocorreu interconversdo
das mesmas. Com base nessas evidéncias experimentais, podemos sugerir que as
fibras oxidativas sejam mais resistentes aos efeitos catabolicos da hipoxia quando
comparadas as fibras glicoliticas. De fato, varios autores tém demonstrado que a perda
de massa de musculos oxidativos é muito menor do que a de musculos glicoliticos em
resposta a diferentes modelos de atrofia como, por exemplo, o diabetes, o0 jejum e 0
tratamento com glicocorticoides (WANG et al., 2006; WILLIAMS et al., 1999; WING
et al., 1991). Assim, tem sido proposta a existéncia de mecanismos compensatdrios na
musculatura oxidativa que a tornam mais resistente a atrofia. Nesse contexto, o
presente trabalho sugere que o aumento da expressdo protéica da calpastatina em
resposta a hiperativagcdo simpatica desencadeada pelo estimulo hipdxico em musculos
tonicamente ativos como o soleus, onde a sintese protéica ja esta reduzida, constitua
um mecanismo compensatdrio que tem como funcédo prevenir uma perda adicional de
massa muscular em um periodo critico do desenvolvimento do animal. Esta hipotese é

reforcada pelas evidéncias de que a hiperexpressao transgénica da calpastatina em
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musculos esqueléticos de camundongos previne a atrofia muscular decorrente do

desuso (TIDBALL & SPENCER , 2002).

Tendo em vista estudos clinicos que indicam que a resisténcia a insulina e a
intolerancia a glicose sdo também freqlientes em pacientes com apnéia do sono,
tornou-se interessante investigar neste trabalho o perfil do metabolismo de
carboidratos e lipidios para saber quais possiveis alteracfes poderiam estar ocorrendo
nesses animais e que poderiam estar implicadas com o menor ganho de massa
corporal. Inicialmente, as concentracdes plasmaticas de glicose e lactato foram
mensuradas em animais hipoxicos, ndo tendo sido encontradas diferencas
significativas em relacdo aos animais controles. J& em relagdo ao contetdo de
glicogénio hepatico e muscular houve um aumento consideravel de ~70% em ambos
os tecidos (Figura 6 A e B). SAVRANSKY et al. (2007) observaram efeito semelhante
no conteddo de glicogénio hepéatico quando camundongos foram submetidos a HIC.
SILVERMAN et al. (1997) também observaram aumento do conteudo de glicogénio
em midcitos de ratos expostos a hipdxia in vitro. Estes efeitos anabolicos da hipoxia,
aparentemente paradoxais do ponto de vista energético, podem ser compreendidos
uma vez que a sintese de glicogénio ndo depende de ATP e sim de UDP
(LEHNINGER et al.,, 1993). Vale a pena ressaltar que a elevacdo do glicogénio
detectada tanto no figado como no musculo soleus de ratos submetidos a HIC foi
detectada ~15h apds o ultimo ciclo hipoxico e ocorreu, provavelmente, como parte de
uma resposta adaptativa do animal no sentido de restabelecer as reservas glicidicas
depletadas durante o estresse hipdxico. De fato, o conteido de glicogénio hepatico foi

praticamente depletado em um grupo de ratos sacrificados imediatamente ap0s o
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ultimo ciclo hipoxico, ou seja, as 17:30h (dados ndo mostrados). A ativacdo da
glicogendlise € um efeito adrenérgico classico e provavelmente foi resultante da
hiperativacdo simpatica desencadeada em resposta a ativacdo do quimiorreflexo. Essa
hipbtese esta de acordo com os estudos de II'YORI et al. (2007) que verificaram que a
liberacdo de glicose pelo figado € mais pronunciada em ratos intactos quando
comparados a ratos tratados com hexametonio, um bloqueador ganglionar simpatico.
Em seguida, avaliou-se o efeito da HIC na oxidacdo de glicose em musculos
incubados na auséncia ou presenca da insulina. Os resultados apresentados na Figura
13 mostram que, em situacOes basais, a HIC resulta em menor oxidagéo de glicose em
ambos 0s tipos de musculos estudados (soleus e EDL) e que mdsculos hipoxicos e
controles respondem de forma semelhante ao efeito estimulatério da insulina na
oxidacdo de glicose. O fato do musculo soleus dos animais hipoxicos estar oxidando
menos glicose e acumulando mais glicogénio do que seu respectivo controle sugere
que a musculatura esquelética oxidativa, em condi¢cdes de HIC, desvie esse substrato
energético da rota de oxidacdo para utiliza-lo preferencialmente como fonte para a
sintese de glicogénio, sendo este efeito, aparentemente, independente da insulina. De
fato, FISHER et al. (2002) demonstraram que a hipoxia in vitro aguda promove
aumento da utilizacdo da glicose pelo musculo esquelético por meio da ativacdo de
vias de sinalizacédo intracelular diferentes da via da PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase),
a via classica da acdo da insulina no controle do metabolismo de carboidratos. Além
disso, NIKLASSON et al. (2000) demonstraram que a utilizagdo de glicose no musculo
esquelético foi eficientemente aumentada pela isquemia tanto em individuos saudaveis

com em diabéticos do tipo 2, sugerindo a existéncia de vias alternativas a via de
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sinalizacdo da insulina no controle da utilizacdo de glicose pelo musculo em situacGes

iIsquémicas.

Como foi verificada uma diminuicdo da oxidacao de glicose basal e um aumento
da atividade enzimatica de dois componentes da cadeia respiratoria em musculos
soleus dos ratos hipdxicos (Figura 15), tornou-se interessante investigar qual substrato
energético estaria sendo utilizado por esses musculos. Para este fim, foi mensurada a
oxidagdo de palmitato em musculos soleus e EDL incubados ou ndo com insulina
(Figura 14). Como esperado, ambos os musculos (soleus e EDL) dos animais controles
diminuiram a oxidacdo do palmitato em resposta a insulina (WINDER &HOLMES,
2000). Porém, isto ndo foi observado quando musculos dos animais hipoxicos foram
incubados na presenga do hormdnio, indicando que musculos esqueléticos de ratos
expostos a HIC oxidam muito mais palmitato em resposta a insulina do que musculos
de animais mantidos em ambiente de normdxia. Sugerimos que esse fenbmeno possa
ser atribuido a ativacdo da AMPK, uma enzima que, sabidamente, aumenta o
catabolismo de lipidios em diferentes tecidos expostos a situacdes hipdxicas ou de
exercicio fisico. (THOMSON & WINDER, 2009).

Por induzir fosforilacdo e inativacdo da acetil-CoA carboxilase, a AMPK diminui
0 contetdo de malonil-CoA e, consequentemente, libera a inibicdo da carnitina
palmitoil transferase do tipo 1 (CPT-1), permitindo assim o aumento da [-oxidagao
dos acidos graxos (SULLIVAN et al., 1994). WINDER & HOLMES (2000) relataram
que o efeito inibitorio da insulina na oxidacdo de palmitato em patas perfundidas foi
completamente prevenido pelo AICAR, um agonista sintético da AMPK. A hipdtese

de que a AMPK esteja realmente participando das alteracdes metabdlicas descritas no
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presente estudo é reforcada pelo fato desta enzima ser ativada diretamente pelas ERO
geradas no complexo 111 da mitocondria (EMERLING et al., 2009), um complexo cuja
atividade enzimatica estd aumentada nos musculos soleus dos animais submetidos a
HIC (Figura 15). O aumento da atividade do complexo 1V da mitocéndria de mdsculos
soleus de animais hipoxicos, encontrado no presente estudo, correlata muito bem com
os achados de SAULEDA et al. (1998) que mostram que musculos esqueléticos de
pacientes com DPOC apresentam aumento semelhante da atividade enzimatica deste
complexo. E possivel que isto se deva também a acdo da AMPK, uma vez que estudos
anteriores (STEINBERG & KEMP, 2009) mostraram aumento da atividade nas
enzimas mitocondriais quando um composto sintético que mimetiza o AMPK, o
AICAR, foi utilizado. Portanto, a baixa tensdo arterial de O, implicaria na maior
producdo mitocondrial de ERO, as quais ativariam a AMPK e esta, por sua vez, atuaria
aumentando a atividade das enzimas dos complexos mitocondriais, gerando assim mais
ERO em um sistema de retroalimentacao positiva.

Em conjunto, esses resultados mostram que a semelhanca do que acontece
durante o exercicio, a HIC induz adapta¢des que possibilitam maior aproveitamento
dos &cidos graxos como fonte de energia, ao mesmo tempo em que o glicogénio
muscular é preservado. Segundo alguns autores (BERGSTROM et al., 1972), a
preservacao do contetdo de glicogénio em situacdes de demanda energética como, por
exemplo, o exercicio, € um fator determinante para o desempenho motor dos animais.
O mesmo poderia estar acontecendo em nosso modelo experimental de HIC. Engquanto
0s acidos graxos atuariam como fonte energética principal, o glicogénio seria

importante para a manutencdo da atividade do ciclo de Krebs na geracdo de
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oxalacetato. O fornecimento do oxalacetato seria, portanto, um fator limitante, ja que o
acetil CoA, proveniente do acido graxo, reage com este para a formacéo de citrato,
pela citrato sintase, com posterior fornecimento de ATP (CURI et al., 2003). O fato de
termos demonstrado que a oxidagdo de acidos graxos aumenta apenas em musculos de
ratos hipdxicos incubados na presenca de insulina corrobora a hipdtese de que a
capacidade do musculo esquelético em oxidar acidos graxos apresenta relacdo intima
com a oferta e metabolizacdo de glicose, quer seja esta proveniente do plasma ou da
degradacdo do glicogénio muscular. Propde-se que a oxidacdo de acidos graxos, para
ser maxima, requer metabolizacao de glicose em taxas apropriadas. Quando a oferta de
glicose € elevada, o malonil-CoA gerado inibe a CPT-I e reduz a oxidacdo de &cidos
graxos. Por sua vez, na deplecdo de glicogénio, faltam esqueletos de carbono para
manter o fluxo de metabolitos pelo ciclo de Krebs funcionante (CURI et al., 2003).

E imprescindivel que, em situacbes de baixa producio de ATP ou de alta
demanda energética como o0 exercicio, a utilizagdo dos AG seja a maior possivel
justamente para que a quebra do glicogénio muscular e a oxidacdo de glicose
circulante sejam as menores possiveis. A hipdtese que parece melhor explicar esse
"desvio" do metabolismo dos carboidratos para os lipidios é o ciclo de Randle
(FELBER, 1990). No entanto, ainda ndo estd muito bem estabelecido qual € a principal
fonte de é&cidos graxos disponiveis para oxidacdo nos mdusculos esqueléticos.
Considerando-se que toda elevacdo da disponibilidade de &cidos graxos circulantes
resulta em maior oxidacgéo deste substrato, seria esperado encontrar no grupo hipdxico
um aumento da concentracdo plasmatica de &cidos graxos livres, resultante da

estimulacéo da lipdlise pelas catecolaminas. No entanto, nossos resultados mostram o
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oposto, ou seja, reducdo destas concentracGes no plasma de animais submetidos a HIC.
Um provavel aumento do turnover de &cidos graxos induzido pela HIC nos diferentes
tecidos incluindo o muscular poderia explicar esses achados. Futuros experimentos
serdo realizados para testar essa hipotese. Estudos anteriores ja& mostraram que o
tratamento com AICAR aumenta a captacdo de acidos graxos no coracdo (LUIKEN et
al., 2003; SHEARER et al., 2005) e musculo esquelético (SHEARER et al., 2004;
STEINBERG et al., 2004) de ratos durante o exercicio. Portanto, esses dados sdo
sugestivos de que a captacdo de AGL pelo musculo esquelético € mediada por um
transportador saturavel e qgue a AMPK aumenta a capacidade maxima para o transporte
de AGL no musculo esquelético, possivelmente por elevar o contetido de carreadores
de &cidos graxos. Estes efeitos promovidos pela AMPK sobre a captacdo de &cidos
graxos poderiam também explicar a queda das concentracdes plasmaticas de AGL e o
aumento da oxidacdo deste substrato encontrado nos masculos esqueléticos dos
animais submetidos a HIC.

Varios outros efeitos metabolicos descritos no presente trabalho em masculos de
ratos submetidos a HIC coincidem com acdes classicas da AMPK (HARDIE, 2003,
2008; XI et al., 2001). Dentre estes, podemos citar a inibicdo da sintese protéica, a
estimulacédo da sintese do glicogénio e o aumento do transporte de glicose. Futuros
experimentos serdo necessarios para confirmar a participacdo da AMPK como a
enzima chave na regulacdo dessas multiplas respostas assim como sua eventual
modulacédo pelo sistema nervoso simpatico em ratos submetidos a HIC.

Além da AMPK, varios outros mecanismos compensatorios podem ser ativados

em resposta ao desafio energético a que a célula é submetida. Por exemplo,
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POLOTSKY et al. (2003) verificaram que a HIC de curta duracdo (5 dias) em
camundongos aumenta os niveis séricos de leptina e demonstraram que este hormonio
exerce um papel importante no aumento da tolerdncia a glicose e na prevencdo da
resisténcia a insulina que acompanha a exposicdo mais prolongada ao estimulo
hipéxico. Vias de sinalizacdo dependentes do aumento do Ca*? intracelular como, por
exemplo, a da proteina quinase dependente de Ca* e calmodulina, também parecem
participar da translocacdo de transportadores de glicose do tipo 4 em mausculos
esqueléticos de animais submetidos a diferentes modelos de hipéxia (CARTEE et al.,
1991; WRIGHT et al., 2005). Um mecanismo bastante intrigante é que a atividade do
sistema proteolitico dependente de Ca*?, e mais especificamente a das calpainas, possa
estar relacionada ao controle do metabolismo de carboidratos. OTANI et al. (2004,
2006) demonstraram que a inibicdo farmacoldgica das calpainas resultou em aumento
da tolerdncia a glicose e que camundongos transgénicos que hiperexpressam
calpastatina aumentam em aproximadamente trés vezes o contetdo de GLUT4 na
musculatura esquelética. Curiosamente, estes efeitos foram associados ao aumento do
contetido protéico da AMPK no musculo, que é uma enzima alvo da acdo catalitica das

calpainas (OTANI et al., 2004, 2006).

Independentemente da causa e dos mediadores intracelulares envolvidos, todos
0S ajustes adaptativos que ocorrem em animais submetidos a ciclos intermitentes de
hipdxia parecem ser importantes no sentido de preparar o organismo para a situacao de
demanda energética, de tal forma que a producdo de ATP seja mantida e a disfuncéo

metabolica minimizada.
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6. Conclusoes

Os resultados do presente trabalho corroboram dados anteriores de nosso
laborat6rio obtidos em animais, em situacBes normais, e sugerem que a maior
atividade do sistema nervoso simpatico em ratos submetidos a HIC por 9 dias reduz
a protedlise dependente de Ca™ em musculos oxidativos por meio do aumento do

conteldo de calpastina, o inibidor enddgeno das calpainas.

Com relacdo ao metabolismo de carboidratos e lipidios na musculatura
esquelética, pode-se concluir que, na HIC, a glicose é desviada da rota de oxidacao
sendo utilizada preferencialmente na via de sintese de glicogénio. Nessa situacéo,
0s musculos esqueléticos passam a oxidar &cidos graxos de forma mais eficiente, o
que resulta em um aumento da atividade da cadeia respiratoria e, muito

provavelmente, na manutencao da producdo de ATP.

Com base nesses resultados, pode-se concluir que ratos submetidos a HIC,
durante 9 dias, desenvolvem ajustes adaptativos no metabolismo de proteinas,
carboidratos e lipidios, no sentido de prevenir a perda de massa muscular

esquelética e de manter a producdo de ATP.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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