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Resumo

GRACA, F. A. O papel fisiologico da adrenalina no metabolismo de proteinas musculares no
jejum. 2010. 75 f. Dissertacdo (Mestrado) Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Embora jé& esteja bem estabelecido que o Sistema Nervoso Simpético exerca efeitos
anabolicos no metabolismo de proteinas musculares em condi¢bes basais, seu papel
fisiologico no turnover de proteinas em situacbes de demanda energética ainda é
desconhecido. Assim, o presente trabalho teve como objetivo principal investigar o efeito da
adrenodemedulacdo (ap6s 10 dias da remocéo cirdrgica da medula adrenal) no catabolismo
protéico muscular induzido pelo jejum de 2 dias em ratos. Foram utilizados ratos machos
Wistar, adultos (~230g) e jovens (~80g), os quais foram divididos em quatro grupos: (1)
Sham alimentado, (2) Sham jejuado por 48h, (3) Adrenodemedulado (ADMX) alimentado e
(4) ADMX jejuado por 48h.

A eficacia da desnervacdo foi comprovada por meio da dosagem das catecolaminas
plasmaticas por HPLC. O jejum ndo alterou as concentracdes das catecolaminas circulantes,
entretanto, a adrenodemedulacdo praticamente aboliu as concentracGes de adrenalina e
reduziu em 60% as de noradrenalina no plasma de animais alimentados e jejuados, sem alterar
as concentracGes plasméticas de corticosterona. O metabolismo de proteinas in vivo foi
monitorado indiretamente pela determinacdo da concentragdo intersticial de tirosina no
masculo tibial anterior de ratos adultos pela microdidlise. A redugdo das catecolaminas
circulantes aumentou o catabolismo protéico em mausculos de ratos jejuados, sendo este
aumento proveniente de uma maior liberacdo local de tirosina sem alteragcdo arterial do
aminoéacido ou do fluxo sanguineo muscular. Em seguida, musculos soleus e EDL de ratos

jovens foram utilizados para os experimentos in vitro, onde se investigou a velocidade de
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sintese protéica, a degradacdo total de proteinas assim como as atividades dos diferentes
sistemas proteoliticos e expressdo dos atrogenes (genes relacionados com atrofia e autofagia).
Como esperado, 0 jejum reduziu a sintese protéica em musculos de animais Sham e ADMX
de forma semelhante. No entanto, a deplecdo da adrenalina em animais alimentados aumentou
a velocidade de incorporacdo da tirosina marcada com “C em protefnas nos musculos EDL e
soleus, sugerindo um aumento do turnover de noradrenalina muscular ou uma
hipersensibilizacdo a acdo da insulina. A degradacdo total de proteinas musculares no
musculo EDL foi extremamente aumentada no grupo ADMX jejum quando comparado ao
grupo jejum. Entretanto, a degradacdo protéica em mdusculos soleus ndo foi alterada pelo
jejum ou pela ADMX. O aumento adicional de protedlise total observado no musculo EDL de
ratos jejuados induzido pela ADMX foi associado a uma hiperativacdo dos sistemas
lisossomal e dependente de Ub-proteassoma. Em paralelo, observou-se um aumento da
expressao génica das E3 ligases (atrogina-1 e MurFl) e dos genes autofagicos (LC3 e
GABARAP) no jejum, sendo esse aumento exacerbado com a deple¢do da adrenalina
plasmética. Verificou-se também uma reducdo da fosforilacgho da Akt em musculos
esquelético de ratos ADMX jejuados em relagdo ao grupo jejuado.

Os dados do presente estudo nos permitem concluir que a deplecdo das catecolaminas
plasmaéticas, principalmente a adrenalina, amplifica os efeitos catabdlicos induzidos pelo
jejum na ativacdo dos sistemas proteoliticos (lisossomal e Ub-proteassoma) e na expressao
dos atrogenes em musculos EDL de ratos, sendo este efeito provavelmente devido a reducéo
da fosforilacdo da Akt. Portanto, a secrecdo da adrenalina plasmatica parece ter um
importante papel protetor na perda de proteinas musculares durante o jejum.

Palavras-chave: Adrenalina. Musculo esquelético. Jejum. Sistemas proteoliticos. Sintese

protéica.
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Abstract

GRACA, F. A. Physiological role of epinephrine in the regulation of muscle protein
metabolism during fasting. 2010. 75 p. Dissertation (Master degree) School of Medicine of

Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Although it is well established that the Sympathetic Nervous System exerts anabolic
effects on skeletal muscle protein metabolism in basal conditions, its physiological role on
muscle protein turnover in catabolic situations is still unclear. Thus, the goal of the present
work was to investigate the effect of adrenodemedullation (10 days after the surgical removal
of adrenal medulla) on muscle protein catabolism induced by food deprivation for 2 days in
rats. Male Wistar adults (~230g) and young (~80g) rats were divided in 4 groups: (1) fed
Sham; (2) fasted Sham; (3) fed adrenodemedullated (ADMX); and (4) fasted ADMX.

Denervation efficacy was assessed by plasma catecholamines measurements. Fasting
did not alter plasma catecholamines concentrations either in Sham or ADMX rats.
Adrenodemedullation almost abolished the plasma epinephrine concentration in both fed and
fasted animals, without affecting plasma corticosterone levels. The in vivo protein metabolism
was monitored indirectly by measurements of tyrosine concentration in tibialis anterior
muscle from adult rats by microdialysis. Reduction of circulating epinephrine in fasted rats
increased interstitial-arterial tyrosine concentration difference but did not alter muscle blood
flow suggesting an increase in muscle protein catabolism. Soleus and EDL muscles of young
rats were used to investigate in vitro the overall proteolysis and protein synthesis (evaluated
by rate of incorporation [**C]-tyrosine) as well as the activity of the proteolytic systems and
the expression of atrogenes (genes related to atrophy and autophagy). As expected, fasting

similarly reduced muscle protein synthesis in Sham and ADMX group. On the other hand,
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epinephrine depletion in fed animals increased the rate of incorporation of [**C] tyrosine into
proteins in both soleus and EDL muscles, suggesting an increase in the rate of muscle
norepinephrine turnover and/or a hypersensitivity to the anabolic effects of insulin on protein
synthesis. Total degradation of muscle proteins in EDL muscle was increased in fasted
ADMX group compared to fasted Sham group. Interestingly, protein degradation in soleus
muscle was not altered either by fasting or ADMX. The additional increase of overall
proteolysis induced by ADMX in EDL muscle of fasted rats was associated with
hyperactivity of lysosomal and Ub- proteasome-dependent proteolytic systems. In parallel, we
observed an increase in the mRNA expression of E3 ligases (atrogin-1 and MuRF1) and
autophagic genes (LC3 and GABARAP) during fasting, which was even higher by depletion
of plasma epinephrine. We also verified a reduction of Akt phosphorilation in skeletal muscle
of fasted ADMX rats compared to fasted Sham group.

The data suggest that depletion of plasma catecholamines, mainly epinephrine,
amplifies the catabolic effects induced by fasting increasing the activity of proteolytic systems
(lisosomal and Ub-proteassome) and the atrogenes expression in EDL muscles from rats,
being these effects probably due to a decreased Akt phosphorilation. Therefore, circulating

epinephrine seems to restrain muscle protein breakdown during food deprivation.

Key-words: Epinephrine. Skeletal muscle. Fasting. Proteolytic systems. Protein synthesis.
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1.0.  Introducéo

O Sistema Simpatoadrenal ou Sistema Nervoso Simpéatico (SNS) € uma unidade
funcional integrada formada pelas terminacdes nervosas simpaticas e pela porcao medular da
glandula adrenal (HUBER et al., 2009). Os neur6nios pré-ganglionares simpaticos tém seus
corpos celulares localizados na coluna intermédio-lateral da medula espinal. Seus axénios
(fibras pré-ganglionares) saem pelas raizes ventrais da medula e seguem até os ganglios para e
pré-vertebrais. Destes ganglios originam-se as fibras pos-ganglionares, cujos terminais
inervam os diferentes 6rgdos e tecidos periféricos liberando diretamente noradrenalina na
fenda sinaptica.

A glandula adrenal esta localizada acima do rim e é composta pela porcéo cortical e
medular. O coértex adrenal sintetiza e secreta diferentes hormoénios como 0s
mineralocorticoides e glicocorticoides que possuem acdo fundamental no controle do
metabolismo intermediario e do balanco hidroeletrolitico. A por¢do medular é formada pelas
celulas cromafins, as quais sdo inervadas diretamente por fibras simpéticas pré-ganglionares.
Estas células sintetizam e secretam as catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), sendo o
principal produto de secrecdo (85%) constituido pela adrenalina (HUBER et al., 2009).

A contribuicdo relativa dos componentes neural e hormonal do simpatico, a qual pode
ser estimada pela determinacdo das concentraces plasmaéticas das catecolaminas, dependera
do contexto e do tipo de estimulo (ROATTA & FARINA, 2010). Durante a exposi¢éo ao frio,
por exemplo, a resposta inicial é predominantemente devido a estimulacdo da inervacéo
simpatica direta dos tecidos, mas com a severidade do estimulo, a secre¢do das catecolaminas
pela medula da adrenal aumenta progressivamente (LEDUC, 1961; YOUNG &
LANDSBERG, 1983). Um aspecto interessante da regulacdo dos dois componentes do

sistema simpatoadrenal € a capacidade de um deles compensar a auséncia ou falta do outro.
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Takahashi et al. (1993) demonstraram que ap0ds a remocéo bilateral da medula das glandulas
adrenais (adrenodemedulacdo) de ratos ocorre um aumento do turnover de noradrenalina no
pancreas, coracdo e no tecido adiposo marrom, enquanto que na simpatectomia quimica
(blogqueio farmacologico das terminacdes simpaticas) o turnover de adrenalina na medula
adrenal era bastante acelerado. Portanto, existe um controle compensatorio entre os dois
ramos do simpatico no sentido de manter a homeostase corporal.

As catecolaminas exercem seus efeitos biologicos por meio da ativacdo de receptores
adrenérgicos (adrenoceptores) localizados na membrana celular, que séo de dois tipos (alfa e
beta) e diferentes sub-tipos (GILSBACH & HEIN, 2008). Adrenalina e noradrenalina podem
se ligar ao mesmo adrenoceptor, mas com diferentes afinidades, por exemplo, é muito bem
conhecido que a adrenalina possui uma afinidade de ligacdo ao adrenoceptor beta-2 varias
vezes superior a da noradrenalina. Este € o principal sub-tipo de adrenoceptor localizado no
sarcolema do mdusculo esquelético, cuja densidade varia de acordo com o tipo de fibra
muscular. Sabe-se que musculos ricos em fibras do tipo I, de metabolismo oxidativo, como o
soleus possui uma densidade de adrenoceptores beta-2 duas a trés vezes superior a de
musculos tipicamente glicoliticos, ricos em fibras do tipo I, como o0 EDL (MARTINEAU et
al., 1993; RYALL et al.,, 2002; 2004). Apesar desta diferenca, musculos glicoliticos, por
razOes desconhecidas, respondem mais eficientemente aos efeitos da adrenalina (RYALL et
al., 2004; 2006). Além de promover vasodilatacdo muscular, a ativacdo adrenérgica dos
adrenoceptores beta-2 resulta em uma série de efeitos mediados diretamente na fibra
muscular.

A adrenalina, ao se ligar aos receptores adrenérgicos do sub-tipo beta-2, 0s quais estdo
acoplados a proteina G estimulatéria (Gs), promove a troca do GDP por GTP, levando a
dissociacdo das subunidades alfa de beta-gama. Ficando alfa ligada ao GTP, esta pode

interagir e ativar a adenilato ciclase, enzima responsavel pela sintese do AMPc a partir do
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ATP. Este segundo mensageiro é responsavel pela ativacao da proteina quinase dependente de
AMPc (PKA), desencadeando uma diversidade de efeitos bioldgicos. Estudos recentes tém
mostrado uma nova via de sinalizacdo adrenérgica que parece ser independente da PKA. A
Rapl, uma pequena GTPase, que apresenta dominios trocadores do nucleotideo guanina
(GEFs) regulados diretamente por segundos mensageiros como o célcio, diacilglicerol (BOS
et al., 2001). Curiosamente, De Rooij et al (1998) mostraram que o0 aumento do AMPc em
células tratadas com forskolin também aumenta a atividade da Rapl, independentemente de
PKA. Este fato motivou o estudo de identificacdo de proteinas com sequéncias GEF
homologas para Ras e Rap e sitios de ligacdo ao AMPc. Estes autores identificaram o gene
que codifica esta proteina e a denominaram de Epac. A Epac regula processos celulares
importantes como transiente de calcio, proliferacdo, diferenciacdo, expressdo génica,
apoptose, transporte de ions, adesdo celular e sinalizacdo neural (CHENG et al., 2008;
ROSCIONI et al., 2008; BORLAND et al., 2009).
Mei et al. (2002) demonstraram em células HEK 293 que o aumento do conteudo de
AMPc, promovidos pela forskolin, desencadeou mecanismos que ativaram a Epac que levou a
fosforilacdo da Akt via PI3K. Recentes estudos de nosso laboratério (BAVIERA et al., 2009)
tém demonstrado que a adrenalina ou agonistas adrenérgicos beta-2, por meio da ativacao da
Epac, potencializa as a¢fes anabolicas da insulina na fosforilacdo da Akt em musculo soleus,
sugerindo que as catecolaminas estimulam a fosforilacdo da Akt via AMPc/ Epac/ PI3K.
Entretanto, novos estudos sdo necessarios para esclarecer a interacdo dos mediadores da via
de sinalizac&o intracelular da insulina e das catecolaminas.
No jejum, a atividade do sistema nervoso simpatico é reduzida em tecidos especificos
de animais (YOUNG & LANDSBERG, 1977, 1979; RAPPAPORT et al., 1982) e humanos
(YOUNG, 1984; JUNG et al., 1979; SOWERS et al., 1982), como o tecido adiposo marrom e

0 coracgdo. Este ajuste homeostatico é importante para a diminuicdo da taxa metabolica frente
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a restricdo calorica. O oposto parece acontecer com 0s hormonios liberados pela medula
adrenal em humanos sob privacdo alimentar. Nessa situacdo, ocorre um aumento da secre¢édo
das catecolaminas plasmaticas, principalmente a adrenalina, cuja funcdo metabdlica € ativar
glicogendlise, a neoglicogénese e a lipolise. Essas a¢bes sdo importantes para o fornecimento
de glicose para tecidos que utilizam como fonte energética exclusivamente esta hexose (como
0 SNC), e também para a maior disponibilidade de acidos graxos e glicerol no plasma, 0s
quais podem ser utilizados como substratos energéticos alternativos e como fonte de carbonos
para a neoglicogénese, respectivamente. Esses efeitos catabdlicos no metabolismo de
carboidratos e lipidios sdo exercidos diretamente pela ativacdo de adrenoceptores presentes
em 6rgdos e tecidos como o figado, masculo e tecido adiposo e sdo reforcados indiretamente
pelo antagonismo a acédo e secrecdo da insulina. Uma importante resposta adaptativa do jejum
¢ a mobilizacdo de aminodcidos para suportar a energia necessaria ao organismo. As
alteracdes do metabolismo de proteinas no jejum ocorrem em duas fases. Na fase inicial,
ocorre um aumento da liberagdo dos aminoécidos dos musculos esqueléticos, resultante da
reducdo da sintese protéica e de um aumento acentuado na degradacdo de proteinas. Estas
respostas adaptativas no metabolismo de proteinas musculares séo sinalizadas pela reducdo
dos niveis de insulina circulante e pelo aumento dos glicocorticoides. Durante 0 jejum
prolongado, a quebra de proteinas musculares tanto em animais quanto em humanos é
reduzida e pode até mesmo retornar a valores observados no estado alimentado (LI &
GOLDBERG, 1976). Esse ajuste metabdlico cujo controle ainda é muito pouco conhecido é
fundamental para preservar proteinas e assim garantir a sobrevida do individuo. Entre os
fatores que parecem inibir a protedlise muscular durante esta fase pode-se citar os altos niveis
de &cidos graxos livres (AGL) e de corpos cetdnicos, assim como a reducdo dos horménios

tireoidianos (KETTELHUT, 1994). A hipdtese a ser testada no presente trabalho é que a
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adrenalina secretada pela medula adrenal possa vir a exercer um importante papel fisiologico

na prevencdo do catabolismo protéico muscular durante o jejum.

Controle da protedlise muscular

O controle da protedlise muscular € um tema de grande interesse na area da fisiologia
devido a sua importancia na regulacdo do crescimento e da diferenciacdo celular, nos
processos de degradacdo das proteinas anormais, no fornecimento de aminoacidos para
neoglicogénese, na regulacdo das concentracfes enzimaticas e na apresentacdo de antigenos
de superficie nas respostas imunes (JEFFERSON et al., 2001; KETTELHUT et al., 1988).
Todas essas funges demonstram a importancia da investigacao da regulacdo do turnover de
proteinas em situacdes fisioldgicas e patologicas.

O masculo esquelético contém trés principais sistemas proteoliticos: (a) o lisossomal
que depende da atividade das diferentes isoformas das catepsinas; (b) o sistema proteolitico
dependente de Calcio que contém duas proteases importantes, a microcalpaina e a
milicalpaina, e seu inibidor enddgeno, a calpastatina (GOLL et al., 1991) e; (c) um sistema
que € considerado de vital importancia denominado de ubiquitina (Ub)-proteassoma
dependente de ATP.

O sistema lisossomal representa uma das principais vias de degradacdo em células de
mamiferos e participa da degradacdo de varios componentes celulares nas mais variadas
condicdes fisiologicas (e.g., jejum) e patoldgicas (e.g., sepse) (WING & GOLDBERG, 1993).
O lisossomo constitui o sitio de degradacdo desse sistema e pode ser definido como uma
vesicula contendo altas concentracdes de varios tipos de hidrolases acidas, dentre elas as
proteases, glicosidades, lipases, nucleases e fosfatases. O requerimento de um meio acido para
a ativacdo dessas enzimas confere uma protecdo adicional ao interior celular contra a

autodigestdo disseminada, uma vez que somente o lumen intralisossomal possui o pH
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adequado (pH 4-5). As catepsinas L, B, D e H sdo as proteases mais importantes e
determinam a capacidade proteolitica do lisossomo (BECHET et al., 2005). Essas enzimas sdo
responsaveis por degradar grande parte das proteinas extracelulares e de membrana
endocitadas bem como proteinas citoplasmaticas e organelas (TANIDA et al., 2004). O acesso
do substrato as enzimas lisossomais depende de trés principais processos intracelulares
referidos como microautofagia, autofagia mediada por chaperonas e macroautofagia
(KLIONSKY; EMR, 2000). A microautofagia ocorre em situacdes nutricionais consideradas
normais e caracteriza-se por uma invaginacao da superficie lisossomal que conduz a producéo
de vesiculas, cujo conteudo sofre degradacdo no interior dos lisossomas (BECHET et al.,
2005). Ja a autofagia mediada por chaperonas representa um mecanismo de seletividade
proteolitica dentro do sistema lisossomal, uma vez que proteinas contendo uma sequéncia
peptidica similar a KFERQ (lisina-fenilalanina-glutamato-arginina-glutamina) ligam-se a
proteina de choque térmico hsc73 (73 kDa) formando um complexo que é reconhecido para a
degradacdo pelo lisossomo (WING et al., 1991). Essa via autofagica é importante em 6rgaos
como o figado e o coracdo, durante situacGes de privacdo alimentar (WING et al., 1991; FINN
et al., 2006), mas ndo parece ocorrer em musculos esqueléticos (WING et al., 1991). A
macroautofagia, por sua vez, possui como caracteristica principal a formacao de uma vesicula
com membrana dupla, o autofagossomo, que se funde com o lisossoma formando o
autolisossomo. E ativada em periodos iniciais do jejum no figado e no musculo esquelético,
sendo responsavel pela degradacéo de proteinas dispersas em grandes por¢6es no citosol e até
mesmo organelas (KLIONSKY & EMR, 2000; MIZUSHIMA et al., 2004). O papel vital da
autofagia foi demonstrado em camundongos neonatos com delecdo de genes autofagicos que
morrem logo apos o nascimento (KOMATSU et al., 2005; KUMA et al., 2004). Os genes
relacionados a autofagia (Atgs), inicialmente identificados em leveduras (OHSUMI, 2001),

estdo amplamente distribuidos em diferentes tecidos de humanos e animais, incluindo o
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musculo esquelético (MIZUSHIMA et al., 2004; YAN et al., 2005). Tanida et al. (2004)
demonstraram que as células de mamiferos expressam trés proteinas homologas a Atg8 de
leveduras, que sdao a LC3 (do inglés, microtubule-associated protein light chain 3), a
GABARAP ( do inglés, y-aminobutyric acid receptor-associated protein) e a GATE-16 (do
inglés, Golgi-associated ATPase enhancer of 16 KDa). A LC3 possui papel fisioldgico
importante no processo de formacdo do autofagossomo (TANIDA et al., 2004) e por este
motivo tem sido utilizada como um marcador de autofagia em diferentes tipos celulares
(TANIDA et al., 2005). A LC3 se apresenta em duas formas, a LC3-1 e a LC3-Il. A primeira
forma (LC3-1) é um produto da clivagem da regido carboxi-terminal da LC3 pela Atg4B,
gerando uma forma sollvel. Ja a segunda forma (LC3-11) representa uma modificacdo na
LC3-1 pela Atg7 e Atg3, complexando-a, dessa maneira, a um fosfolipidio de membrana
(fosfatidiletanolamina) (GENG; KLIONSKY, 2008). Segundo Tanida et al. (2003), as duas
outras proteinas homdlogas da Atg8 (GABARAP e GATEL6) sofrem modificacdes similares
a LC3. Embora recentes trabalhos tenham mostrado o aumento da expressao génica da LC3 e
da GABARAP em musculo branco de ratos jejuados (MAMMUCARI et al., 2007), pouco se
sabe a respeito do controle neural do sistema lisossomal e dos genes autofagicos em situacdes
catabolicas.

O sistema proteolitico dependente de Calcio baseia-se na atividade de cisteinas
proteases conhecidas por calpainas. Duas isoformas tém recebido mais atencdo da
comunidade cientifica: a calpaina 1 ou micro (u)-calpaina e a calpaina 2 ou mili (m)-calpaina.
Essa denominacio faz referéncia as concentragdes de Ca®* in vitro necessérias para suas
ativacOes. Vale ressaltar que este sistema proteolitico possui um inibidor enddgeno, a
calpastatina (TIDBALL & SPENCER, 2000). As calpainas estdo envolvidas em processos
celulares como proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e morte apoptotica (CARAFOLI &

MOLINARI, 1998; NIXON, 2003; SUZUKI et al. 2004). A hiperativagdo do sistema
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proteolitico dependente de Ca®* ocorre em diversas condicdes patolégicas como a sepse, a
caquexia associada ao cancer e a doenca de Alzheimer (WEI et al., 2005; BARTOLI et al.,
2006; BOSSOLA et al., 2008; RAYNAUD & MARCILHAC, 2006).

Hoje, sabe-se que as proteinas miofibrilares mais abundantes no muasculo esquelético,
actina e miosina, ndo séo diretamente degradadas pelas calpainas (GOLL et al., 1991) e sim
dissociadas da estrutura sarcomerica, apos a clivagem especifica de proteinas de ancoramento
presentes do disco Z. Uma vez livres no citosol, estas proteinas miofibrilares podem ser
degradadas pelo sistema proteolitico dependente de Ub-proteassoma (LOWELL et al., 1986).
Toda proteina alvo de degradacdo pelo proteassoma precisa ser inicialmente ligada
covalentemente a uma proteina de 76 aminoacidos chamada de ubiquitina (Ub). Hoje, sabe-se
gue o processo de ubiquitinacdo das proteinas depende da acéo de 3 familias de enzimas: a E1
ou enzima ativadora, a E2 ou enzima carreadora e a E3 ou Ub ligase, sendo esta a enzima
limitante desta reacdo porque é ela que tem a capacidade de reconhecer, especificamente, 0s
substratos protéicos a serem degradados e de liga-los a Ub formando complexos poli-
ubiquitinados. Entre os diferentes tipos de E3 conhecidas, as mais estudadas s&éo a MuRF1 (do
inglés, muscle ring finger protein 1) e a atrogina-1 (também chamada de MAFbx) (BODINE
et al., 2001; GOMES et al., 2001). Essas proteinas sdo expressas exclusivamente no musculo
esquelético e cardiaco e estdo envolvidas em uma série de modificacdes transcricionais que
participam de um “programa atr6fico” que precede a degradagdo de proteinas musculares pelo
proteassoma (KRAWIEC et al., 2005). Da-se 0 nome de atrogenes ao conjunto de genes que
fazem parte deste programa, ou seja, que sdo hiperexpressos ou suprimidos em resposta a
atrofia muscular, independentemente de sua causa. Entre aqueles que sdo ativados pode-se
citar as Ub ligases, a Ub, a E2, a catepsina L e os genes autofagicos LC3 e GABARAP.
Varios sdo os fatores hormonais que controlam a expressdo dos atrogenes. Por exemplo,

durante o jejum, o0 aumento da expressdo génica da MuRF1 e da atrogina-1 e a consequente
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ativacdo do sistema proteolitico Ub-proteassoma que leva a perda de massa muscular ocorre
devido ao aumento dos niveis plasmaticos de glicocorticdides e da reducdo da secrecdo de
insulina. No entanto, nada se sabe acerca do papel das catecolaminas e, mais especificamente,

da adrenalina na expressao dos atrogenes, durante a privacdo alimentar.

O papel central da Akt na sinalizacdo do metabolismo protéico

A Akt é uma proteina chave na sinalizacdo dos processos de sintese e degradacao
protéica no musculo esquelético (GLASS, et al., 2003). Quando fosforilada por hormonios
anabdlicos como a insulina ou o IGF, a Akt torna-se ativa e pode controlar, em paralelo, o
anabolismo e o catabolismo protéico muscular, por duas vias distintas: 1) via mTor (do inglés,
mammalian target of rapamycin), aumentando a sintese protéica; 2) via FoxO3, inibindo a
transcricao dos atrogenes e a degradacao protéica (ZHAO et al., 2007).

Por outro lado, na auséncia de hormonios anabdlicos como, por exemplo, no jejum e
no diabetes, onde os niveis insulinémicos estdo reduzidos, a fosforilagdo da Akt torna-se
reduzida e o resultado é um aumento da degradacdo com reducdo da sintese protéica. Nessas
situacdes, FoxO3 desfosforilado permance ativo no nucleo estimulando a transcricdo dos
atrogenes (SANDRI et al., 2004) e a ativacdo do sistema proteolitico Ub-proteassoma. De
fato, a expressdo de FoxO3 constitutivamente ativo (FoxO3-ca) induz a expressdo de
maltiplos atrogenes e causa dramética atrofia em masculos de camundongos e culturas de
miotubos (JAGOE & GOLDBERG, 2001; SANDRI et al., 2004). Recentes estudos tém
demonstrado que os glicocorticoides, 0s quais permanecem elevados no jejum, podem reduzir
a fosforilacdo da Akt no masculo esquelético (SCHAKMAN et al., 2008), em grande parte
por promover a reducdo da atividade da P13 Kinase (WANG et al., 2007).

Além da insulina e do IGF, a adrenalina parece ter um importante papel em estimular a

fosforilagdo da Akt, por uma via independente da PKA (BRENNESVIK et al., 2005).
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Recentemente, BAVIERA et al., (2009) demonstraram uma associacdo entre aumento da
fosforilacdo da via Akt/FoxO3 e inibicdo da degradacao de proteinas induzida pela adrenalina

em musculos isolados de ratos normais.

Ac0es anabolicas da adrenalina no metabolismo de proteinas

Embora grandes avancos tenham sido feitos nas ultimas décadas acerca das vias de
sinalizagdes intracelulares e estrutura molecular das catepsinas, calpainas/calpastatina e do
proteassoma (STROBL et al., 2000), muito pouco se conhece sobre os fatores neurais,
hormonais e nutricionais que regulam estes diferentes sistemas. Em estudos prévios de nosso
laboratério, foi demonstrado que o bloqueio adrenérgico das terminacBGes simpaticas
periféricas e da liberacdo de adrenalina pela adrenal induzido pelo tratamento com
guanetidina aumenta a degradacdo (NAVEGANTES et al., 1999) e diminui a sintese protéica
(NAVEGANTES et al., 2004) em mdusculos soleus de ratos alimentados, apds dois dias de
tratamento. A partir dessas evidéncias, foi sugerido que o sistema nervoso simpatico exerce
um efeito anabdlico ténico no metabolismo de proteinas musculares (NAVEGANTES et al.,
1999). De fato, a administracdo de adrenalina em humanos promove diminui¢do dos niveis
plasméticos de aminoacidos (SHAMOON et al., 1980) e seu efeito in vitro resulta na reducdo
da protedlise muscular (NAVEGANTES et al., 2000) e estimulacdo da sintese protéica. Em
2005, Yimlamai et al. demonstraram que o clembuterol, um agonista adrenérgico-beta 2
seletivo, preveniu o aumento de conjugados de poliubiquitinas em musculos esqueléticos de
ratos submetidos a um modelo de desuso. Kline et al. (2007) observaram aumento da
fosforilagdo da Akt em musculos de ratos normais apos tratamento com clembuterol por 9
dias. Estes mesmos autores também demonstraram supressao da expressdo génica da MuRF1
e da atrogina-1 em musculos de ratos desnervados tratados com clembuterol. Gongalves et al.

(2009) observaram que uma Uunica injecdo de clembuterol é capaz de prevenir a
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hiperexpressao das Ub ligases induzida pelo jejum de 48h em camundongos. Conjuntamente,
estes dados sugerem que as acOes das catecolaminas no metabolismo de proteinas séo
mediadas pela ativacdo direta de receptores 3,-adrenérgicos, e resultam na inibicdo do sistema
Ub-proteassoma. Uma vez que grande parte dessas evidéncias foi obtida utilizando-se
agonistas adrenérgicos sintéticos, o significado fisiolégico dessas possiveis a¢cdes hormonais
na regulacdo da protedlise em uma situacdo fisiologica de atrofia muscular permanece ainda

completamente desconhecido.
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2.0. Objetivos

Tendo em vistas as consideracGes anteriormente citadas, o objetivo principal do
presente trabalho foi estudar o papel fisiologico da adrenalina plasmatica no metabolismo de
proteinas musculares, durante o jejum.

2.1. Objetivos especificos:

Investigar em um modelo experimental de adrenodemedulacdo (apés 10 dias da
remocao cirurgica da medula adrenal) em ratos jejuados por 2 dias e seus respectivos
controles:

1) As concentracOes plasmaticas das catecolaminas, as massas de diferentes tecidos e

o perfil metabolico e hormonal;

2) A concentracao intersticial (1), arterial (A) e a diferenca I-A de tirosina (indicador

de catabolismo protéico) no masculo tibial anterior in vivo;

3) As alteracdes hemodindmicas (pressdo arterial média e o fluxo sanguineo

muscular);

4) A protedlise total e a velocidade de sintese protéica in vitro;

5) As atividades das vias proteoliticas dependente de Ub-proteassoma, lisossomal e

dependente de Célcio em musculo EDL in vitro.

6) A expressdao do RNAm dos atrogenes (atrogina-1, MuRF1, LC3 e GABARAP) e a

fosforilacdo da Akt.
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3.0. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar, com massa corporal entre
210 e 2209 para os experimentos de microdialise. E ratos jovens da mesma linhagem, pesando
entre 55 e 60g, para 0s experimentos in vitro, provenientes do Servico de Biotério da
Prefeitura do Campus Administrativo da USP de Ribeirdo Preto (PCARP). Os animais foram
mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia, recebendo dieta balanceada (NUVLAB
CR1 - NUVITAL) para roedores e agua ad libitum em ambiente com ciclos luz-escuro de 12
horas (luzes acesas as 6:00 horas e apagadas as 18:00 horas) e temperatura controlada para
25°C. Todos o0s animais permaneceram nestas condigcdes ambientais por pelo menos 24 horas
antes de qualquer procedimento experimental. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da FMRP-USP (Protocolo n° 157/2008).
Os experimentos foram realizados pela manhd, sendo iniciados entre 8:00 e 9:00 horas. O
sacrificio dos animais foi realizado por deslocamento cervical ou decapitacdo (quando

necessario a coleta de sangue).
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3.2. Modelo Experimental

3.2.1. Adrenodemedulacgédo

Para o estudo do papel das catecolaminas plasmaticas no controle do balanco proteico,
os animais foram submetidos a adrenodemedulacdo, 10 dias antes da microdialise e dos
experimentos in vitro.

Inicialmente, os animais foram anestesiados com a mistura de cloridrato de Xilazina e
Ketamina (85 mg/kg e 10 mg/kg de massa corporal de rato, respectivamente; i.p.), o dorso foi
tricotomizado e feitas duas incisdes paralelas a coluna vertebral imediatamente abaixo da
ultima costela. As glandulas adrenais depois de visualizadas foram pincadas pela gordura
peri-renal e cortadas na extremidade superior (cértex) com o auxilio de uma pequena lamina.
Em seguida, a glandula foi suavemente pressionada para retirada somente da medula adrenal.
ApoOs a excisdao da porcdo medular, a glandula foi devolvida a cavidade peritoneal, o animal
suturado com fio de nylon 4 e o campo cirtrgico limpo com alcool iodado para evitar
infeccbes secundarias. O grupo controle sofreu 0 mesmo procedimento, exceto a remocao das

glandulas adrenais.
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3.2.2. Grupos experimentais
Os experimentos de microdialise, de avaliacdo da protedlise total, assim como da
participacdo dos sistemas proteoliticos e da velocidade de sintese protéica foram conduzidos

em quatro grupos de animais divididos em:

a) Grupo Sham Alimentado;
b) Grupo Adrenodemedulado (ADMX) Alimentado;
c) Grupo Sham Jejum (48h);

d) Grupo Adrenodemedulado (ADMX) Jejum (48 h).

3.3. Estudo do metabolismo de proteinas pela microdialise

3.3.1. Microdialise: procedimento geral

Foram utilizados cateteres de microdialise do tipo linear (figura 1A), os quais foram
confeccionados, manualmente, utilizando uma membrana de diélise semipermedavel
(Cuprophane, 18 mm de comprimento por 0,3 mm de didmetro, 3 kDa de linite de
permeabilidade) colada em ambas as extremidade a tubos de polietileno PE-10 (comprimento
padréo de 50 mm). As membranas foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Peter Lonnroth,
da Universidade de Gutemburgo (Suécia).

O catater de microdialise foi inserido longitudinalmente no musculo tibial anterior
com auxilio de canula-guia e perfundido a um fluxo constante de 1 pl/min com solucdo de
perfusdo (solugdo de NaCl 0,9% contendo glicose 1 mM, tirosina fria 50 UM, albumina
bovina 0,5% e [*C]-tirosina) (figura 1B). Apés um periodo de equilibrio inicial de 30

minutos considerado a partir do inicio do gotejamento da solucdo de perfusdo, os animais
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foram dialisados ao longo de 60 minutos. O dialisado foi coletado diretamente em tubos de
microcentrifuga e, em seguida, mantido a -20°C em solucao de acido tricloroacético (TCA
5%). O sangue coletado da artéria carotida esquerda foi imediatamente centrifugado, sendo o
plasma separado e desproteinizado com &cido perclorico (PCA 1,5N) e congelado a -20C°. As
concentracdes de tirosina no dialisado (40 ul), na solucdo de perfusdo (50 pl) e no plasma

(100 pl) foram determinadas pelo método fluorimétrico descrito por WAALKES et al. (1957).

I8 mm 30 mm

- —r—r——— ey | 1

" Tubode q:.:T-'EjT:;TEE| Tubo de
Bomba — de entrada o PE saida

microinfusio

Bomba de
microinfusio

Musculo

Microdialisado

Figura 1. Desenho esquematico de um cateter linear (A). O cateter pode ser facilmente
inserido no musculo esquelético com a ajuda de uma canula-guia e conectado a bomba de
microperfusdo (B). Adaptado de Lonnroth et al.(1995).
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3.3.2 Fator de Recuperagdo (“Recovery”) dos cateteres

Os cateteres de microdialise foram individualmente calibrados in vivo, determinando-
se a sua capacidade de recuperacdo de tirosina. Nesse trabalho, utilizou-se a técnica de
referéncia interna, na qual os cateteres foram perfundidos com solucéo contendo [**C]-tirosina
(~2500 DPM, 0,05 mmol/l) como marcador radioativo (LONNROTH et al., 1995). A difusdo
€ um processo bidirecional, isto é, a saida de tirosina da solucdo de perfusdo para o tecido é
igual a entrada desta no cateter, de modo que a extracdo fracional da marca radioativa
corresponde ao valor de recuperagdo do metabdlito ndo marcado (LONNROTH et al., 1995).

A extracdo fracional da tirosina marcada foi obtida pela seguinte equacéo:

FR (%) = (SP - D) / SP x 100

Sendo, FR o fator de recuperacdo; SP a contagem da radioatividade em DPM na

solucgéo de perfuséo e D a contagem da radioatividade em DPM no dialisado.

3.3.3. Célculos para determinacdo da concentracao intersticial de tirosina

Com a obtencdo do fator de recuperagdo do cateter, da concentracdo de tirosina no

dialisado e na solucédo de perfusdo (perfusado), foi possivel calcular a concentragéo intersticial

de tirosina (nmol/ml) a partir da seguinte formula:
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[Tyr] intersticio = [Tyr] dialisado — [Tyr] perfusado + [Tyr] dialisado

Fator de recuperagao

Para saber se um tecido libera ou capta um substrato especifico é necessario que se
determine a presenca de um gradiente, calculando-se a diferenca entre as concentragcdes no
intersticio (I) e no sangue arterial (A). A presenca de um gradiente onde a [Tyr] intersticial >

[Tyr] arterial (diferenca I-A) indica liberacéo local de tirosina pela célula.

3.3.4. Protocolo experimental.

No dia do experimento, os animais foram anestesiados com tiopental sédico (50
mg/kg, i.p.), traqueostomizados e canulados na artéria carotida esquerda. Em seguida, o
cateter de microdialise foi inserido com auxilio da canula-guia no musculo tibial anterior.
Apo6s os 30 minutos iniciais de equilibrio, o musculo foi dialisado durante 60 minutos. Ao
término da microdialise, amostras do dialisado, solucéo de perfusdo e sangue arterial foram
coletadas para dosagem de tirosina e o musculo tibial anterior foi retirado para avaliacdo
protéica pelo método de Western blotting. Durante todo o periodo de microdialise a
pressdo arterial média foi aferia em intervalos de 10 minutos. Para os experimentos de
microdialise onde foi avaliado o fluxo sanguineo muscular pela técnica fracional de etanol

(descrita a seguir) o dialisado foi coletado em intervalos de 15 min (figura 2).
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10dias (ADMX)

I |
Jejum (48h)

Sacrificio;

Western Blotting

 — Equilibrio
30 min 60 min
* Anestesia: )
Xilazina/Ketamina *Anestesia; 0 min . s um
*Traqueostomia e M |crod|allse

+ Adrenodemedulagdo canulagao da

(ADMX) carotida;
ou cirurgia ficticia. + Inser¢do da probe A. Coletado sangue arterial;

Fluxo: 1ul/min

B. Coletado dialisado;

C. Registroda PAM de 10 em 10
min; e do FSM de 15 em 15
min.

Figura 2. Protocolo experimental utilizado para o estudo dos efeitos da ADMX de 10 dias no
metabolismo de proteinas na musculatura esquelética de ratos jejuados pela técnica de
microdialise.

3.4. Determinagéo dos parametros hemodinamicos.

3.4.1. Pressdo Arterial Média (PAM).

Para a avaliagdo do estado hemodindmico dos animais, a PAM foi aferida em todo
experimento de microdidlise. A PAM foi avaliada diretamente na artéria cardtida em
intervalos de 10 minutos por meio de um transdutor de pressdo conectado a um amplificador

(Braile Biomédica ®).
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3.4.2. Quantificacédo do Fluxo Sanguineo Muscular (FSM).

Esses experimentos tiveram como objetivo avaliar o efeito da ADMX de 10 dias no
fluxo sanguineo muscular do tibial anterior de ratos jejuados por 48h. Para a avaliacdo
qualitativa do FSM utilizou-se a técnica do clearance do etanol, que ¢é adicionado a solucéo
de perfusdo do musculo. O principio dessa técnica se baseia na propriedade do etanol ser um
metabolito inerte, isto é, ndo é secretado nem absorvido pelo muasculo (HICKNER et al.,
1992). Existe uma relacdo inversamente proporcional entre a extracdo fracional do etanol e o
fluxo sanguineo muscular, de modo que toda reducdo na concentracao de etanol no dialisado
significa aumento do fluxo sanguineo muscular (vasodilatacdo), assim como seu aumento no
dialisado significa reducao do fluxo sanguineo (vasoconstri¢do). Nesses experimentos, o tibial
anterior foi perfundido a um fluxo constante de 1 pl/min com solucdo de perfusdo (descrita
anteriormente) acrescida de etanol absoluto (5mM), durante 90 minutos. O etanol foi
quantificado no dialisado muscular a cada 15 minutos durante o experimento e na solucéo de
perfusdo ao final deste (figura 2). Para se obter a extracdo fracional de etanol foi empregada a

seguinte formula:

Extracéo fracional = ([Etp] / [Etsp])

Onde: [Etp]: concentracdo de etanol (mmol/l) no dialisado;

[Etsp]: concentracédo de etanol (mmol/l) na solucéo de perfusao.
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3.5. Catecolaminas plasmaticas

Para quantificacdo da concentracdo de catecolaminas no plasma, os animais foram
decapitados, o sangue coletado em tubos de vidro previamente heparinizados e centrifugados
a 4°C. O plasma foi aliquotado e armazenado em freezer -70°C. No dia posterior, o plasma
(~500 pl) foi transferido a tubos de plasticos contendo 50 mg de alumina ativada previamente
em estufa a 100°C (30 minutos), 50 mg de metabissulfito de sodio, tampéo Tris-HCI 2M (pH
8,9) e 2,5 de EDTA. Diidroxibenzilamina foi utilizado como padrdo interno. As amostras
foram agitadas por 20 minutos, centrifugadas e, ap0s a aspira¢do do sobrenadante, a alumina
foi lavada repetidamente. A adrenalina foi extraida da alumina pela adicdo de solucdo
eluidora contendo acido perclérico 0,IN por 10 minutos sob agitacdo mecéanica
(KRSTULOVIC, 1982).

Apds a extracdo das catecolaminas, aliquotas de 100 pl foram analisadas através de
cromatografia liquida de alta performace (HPLC) em cromatografo modelo LC-74, equipado
com uma coluna de fase reversa Spherisorb ODS 11 (Sigma-Aldrich), acoplado a um detector

eletroquimico modelo L-ESD-6A e a um poligrafo modelo C-R5A, todos de marca Shimadzu.

3.6. Procedimento experimental para o estudo da protedlise em musculos esqueléticos de

ratos

Na manha do experimento, os animais foram pesados e sacrificados por deslocamento
cervical numa seqiiéncia alternada entre os grupos, removendo-se rapidamente os musculos
extensor digitorius longus (EDL) e o soleus. Em seguida, os musculos foram pesados em
balanca eletrénica digital (ACATEC 100), incubados com seus tenddes fixados a suportes

apropriados em tampdo Krebs Ringer Bicarbonato (0,120M de NaCl; 0,015M de NaHCO3;
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4,828 mM de KCI; 1,2 mM de MgSOQOy; 1,212 mM de KH,POy; 2,4 mM de CaCl,-pH 7,4) e
aerados.

O método de quantificacdo da atividade proteolitica utiliza musculos esqueléticos
integros de ratos jovens, fixados por meio dos seus tenddes a suportes de acrilico para o EDL
e de aluminio para o soleus, mantendo-se assim 0s seus comprimentos de repouso
(KETTELHUT, 1994). A manutencdo dos musculos nestas condi¢Ges possibilita a difusdo de
oxigénio e nutrientes, evitando-se a andxia das fibras musculares centrais. Dessa forma, a
protedlise muscular é reduzida, hd manutencdo dos contetidos de ATP, de fosfocreatina e
glicogénio, reproduzindo in vitro as caracteristicas dos musculos em crescimento in vivo.
Nestas condi¢des, os musculos podem ser mantidos por até 9 horas em boas condigdes

fisioldgicas e morfoldgicas (KETTELHUT et al., 1988; 1994).

3.6.1. Avaliacao da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi estimada por meio da liberagdo do aminoé&cido tirosina de
proteinas de musculos incubados na presenca de cicloheximida, a qual impede a reutilizacdo
dos aminoacidos para a sintese de proteinas. A tirosina € normalmente escolhida para a
avaliacdo da prote6lise por ndo ser catabolizada e nem sintetizada "de novo" pelo musculo.
Além disso, esse aminoacido é facilmente dosado através de um método fluorimétrico simples
e de grande sensibilidade e reprodutibilidade, descrito por Waalkes & Udenfriend (1957).
Essa liberacdo de tirosina deve refletir a velocidade de degradacdo de todas as classes de
proteinas celulares, uma vez que esse aminodacido é distribuido em todas as proteinas celulares
(JEFFERSON et al., 1977).

Para a determinacdo da degradacdo de proteinas, os musculos EDL e soleus foram

incubados em meios adequados, aerados com carbogénio (95% de O, e 5% de CO,),
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permanecendo por 1 hora em banho sob agitacdo constante a 37°C, a fim de estabelecer o
equilibrio da velocidade de liberacdo de tirosina para o meio de incubacéo. Apos esse periodo
de pré-incubacdo, os meios foram renovados e assim foi dada a continuidade a incubagdo com
0 mesmo tipo de meio por mais 2 horas. No final deste periodo, 1 mL do meio foi coletado e

adicionado a 0,25 mL de acido perclorico 1,5 N para a determinacédo da tirosina liberada.

3.6.2. Procedimentos experimentais para a avaliacdo dos sistemas proteoliticos

Os sistemas proteoliticos estudados em musculos esqueléticos EDL e soleus foram: o
sistema lisossomal, o sistema dependente de célcio (Ca®*), o sistema dependente de Ub-

proteassomal, seguindo os protocolos metodolégicos descritos a seguir.

A. Sistema lisossomal

A quantificagdo da atividade proteolitica lisossomal foi feita através de um método
que inibe esta via com a adi¢do de metilamina, insulina e aminoacidos de cadeia ramificada —
BCAA (leucina, isoleucina e valina) ao meio de incubacdo. A metilamina é uma base fraca
que se acumula nos lisossomos, aumentando o pH intralisossomal para valores proximos a
neutralidade (pH 5,9-6,2), inibindo assim a atividade das catepsinas e hidrolases &cidas
lisossomais (MORTIMORE, 1982; KETTELHUT et al., 1988). Os BCAA e a insulina
atuam por meio de blogueio da formacédo de vacuolos autofagicos e também pela diminuigéo
da fragilidade lisossomal nos musculos esquelético e cardiaco. Portanto, esses agentes inibem
a degradacéo protéica, sem alterar o conteudo total de enzimas lisossomais (RANNELS et al.,
1975; JEFFERSON et al., 1977; KETTELHUT et al., 1988).

A tabela 1 ilustra as condicGes de incubacdo dos musculos utilizados.
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Tabela 1 - Protocolo utilizado para a quantificacdo da proteolise total e da protedlise
lisossomal.

MUSCULOS (COM TENDOES FIXOS A SUPORTES)
RETIRADOS DAS 2 PATAS

COMPONENTES DO MEIO MUSCULOS

Direito Esquerdo

Tampdo Krebs Ringer Bicarbonato (pH 7,4) + +
Glicose (5 mM) + +
Cicloheximida (0,5 mM) + +
Metilamina (10 mM), insulina (0,1 U/ml) e BCAA* - +

* leucina: 0,5 mM; isoleucina: 0,85 mM; valina: 1,0 mM

A liberacdo da tirosina dos musculos da pata direita, incubados na auséncia de
qualquer inibidor farmacoldgico, corresponde a protedlise total, enquanto que a diferenca
entre a protedlise observada no musculo da pata direita e esquerda reflete a participacdo do
sistema lisossomal (tabela 1).

Os aminoacidos liberados na degradacdo das proteinas celulares podem também ser
utilizados na sintese protéica. Assim, para avaliar a degradacdo protéica total, a sintese foi
bloqueada pela adicdo de 0,5 mM de cicloheximida, que bloqueia a sintese de proteinas por
inibir a atividade peptidil transferase da subunidade ribossomal 60 S. Essa concentracdo do
inibidor acarreta em reducdo de 95% na incorporacdo de *C-tirosina em proteina, sendo
linear por 3 horas, além de ndo afetar a atividade proteolitica (FULKS et al.,1975). Para tal
acao, a cicloheximida foi utilizada no estudo da determinacao da atividade de todas as vias de

degradacdo de proteinas.
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B. Sistema dependente de Calcio

A quantificacdo da atividade do sistema dependente de Calcio consiste em utilizar os
dois musculos contralaterais com seus tenddes fixados a suportes, incubando-se um deles em
meio Krebs sem Ca®* e com a adicdo de inibidores das proteases do grupo tiol como a
leupeptina. O objetivo desse procedimento € inibir as calpainas in vitro. Assim, a diferenca
entre os valores de proteodlise do musculo incubado em condicdes basais (pata direita) com o
musculo apresentando o sistema enzimatico das calpainas inibido (pata esquerda) reflete a

participacdo do sistema proteolitico dependente de Ca®* (tabela 2).

Tabela 2 - Protocolo utilizado para a quantificacéo do sistema dependente de Ca*".

MUSCULOS (COM TENDOES FIXOS A SUPORTES)
RETIRADOS DAS 2 PATAS

COMPONENTES DO MEIO MUSCULOS

Direito  Esquerdo

Tampao Krebs Ringer Bicarbonato (pH 7,4) + +
Glicose (5 mM) + +
Cicloheximida (0,5 mM) + +
Metilamina (10 mM), insulina (0,1 U/ml) e BCAA* + +
Leupeptina (50 uM) - +
Calcio - +

* leucina: 0,5 mM; isoleucina: 0,85 mM; valina: 1,0 mM trans-epoxisuccinil-L-leucilamido-
(4-guanidino) butano
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C. Sistema dependente de ubiquitina (Ub)-proteassoma

Foram utilizados masculos incubados com seus tenddes fixos a suportes em meio
isento de Ca*, contendo leupeptina, insulina e BCAA com a finalidade de bloquear
simultaneamente as atividades proteoliticas dependente de Ca** e lisossomal. Além disso, a
inibicdo direta do proteassoma foi obtida com o uso do inibidor MG132 (N-carboxibenzoxi-
Leu-Leu-Leucinal). O MG132 é um peptideo aldeido que inibe a atividade proteolitica do
proteassoma sem afetar as atividades ATPasicas ou isopeptidasicas.

A avaliacdo do componente proteolitico dependente de Ub-proteassoma foi realizada

utilizando as condicdes de incubacéo descritas na tabela 3.

Tabela 3 - Protocolo utilizado para a quantificacdo da protedlise dependente de Ub-
proteassoma e da atividade proteolitica independente de ATP (residual).

MUSCULOS (COM TENDOES FIXOS A SUPORTES) RETIRADOS

DAS 2 PATAS
COMPONENTES DO MEIO MUSCULOS
Direito Esquerdo
Tampéo Krebs Ringer Bicarbonato (pH 7,4, - Ca++) + +
Glicose (5 mM) + +
Cicloheximida (0,5 mM) + +
Metilamina (10 mM), insulina (0.1 U/ml) e BCAA* + +
E64 (25 uM) e leupeptina (50 uM) + +
MG132 (20 uM) - +

* leucina: 0,5 mM; isoleucina: 0,85 mM; valina: 1,0 mM
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Pela medida da diferenca entre a prote6lise observada no musculo da pata direita,
considerada a protedlise néo lisossomal e independente de Ca®*, a qual se chama de “basal” e
a proteolise observada na pata esquerda com a atividade proteassomal blogueada é possivel
quantificar com reprodutibilidade o processo proteolitico dependente de Ub-proteassoma

(tabela 3).

3.7. Procedimento experimental para a avaliacdo da sintese total de proteinas em musculos

esqueléticos de ratos

A sintese total de proteinas foi determinada em musculos EDL e soleus de ratos
alimentados e jejuados, ap6s 10 dias de ADMX ou cirurgia ficticia (Sham). Os musculos foram
incubados com seus tenddes fixos a suportes apropriados para manutencdo dos seus
comprimentos de repouso, em tampédo Krebs Ringer Bicarbonato, contendo glicose (5 mM) e
todos os vinte aminoacidos, em concentra¢fes semelhantes as encontradas no plasma de ratos,

conforme apresentadas na tabela 4.
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Tabela 4 - Aminoéacidos adicionados ao meio de incubacdo (SCHARFF & WOOL, 1966) para
avaliacdo da velocidade de sintese protéica total.

Concentracao Concentracao
Aminoacidos (M) Aminoacido (mM)
Ac. Aspértico 0,035 Isoleucina 0,100
Ac. Glutamico 0,174 Leucina 0,170
Alanina 0,450 Lisina 0,400
Arginina 0,200 Metionina 0,070
Asparagina 0,061 Prolina 0,180
Cisteina 0,070 Serina 0,280
Fenilalanina 0,500 Tirosina 0,100
Glicina 0,400 Treonina 0,300
Glutamina 0,350 Triptofano 0,070
Histidina 0,080 Valina 0,200

Uma vez que a tirosina também foi adicionada ao meio de incubacéo, ndo foi possivel
usar 0 mesmo musculo para a avaliacdo de sintese e de degradacdo protéica simultaneamente,
pois a protedlise foi estimada pela medida da tirosina liberada e 0 método ndo tem sensibilidade
para detectar estas diferencas.

Ap6s um periodo de 1 hora de pré-incubacdo, o meio de incubagdo foi substituido
por meio idéntico acrescido de tirosina marcada ([U-**C] tirosina; 0,05 pCi/mL), tendo
permanecido os mausculos incubados por um periodo final de 2 horas. Em seguida, os
musculos foram removidos de seus suportes e lavados com agua destilada fria, secos em papel

de filtro e colocados em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 10%. Apds homogeneizacao e
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centrifugacdo a 1800g por 10 minutos, 1 ml do sobrenadante foi utilizado para a avaliacdo da
tirosina livre total no musculo e uma aliquota de 100 pl foi usada na medida da
radioatividade, para a determinacdo da atividade especifica da tirosina de cada musculo
separadamente. Posteriormente, o precipitado foi lavado 3 vezes com 2 mL de TCA 10%. A
dissolucdo do precipitado final foi obtida pela adigdo de 1 mL de dodecil sulfato de sddio
(SDS) 10%, a temperatura ambiente por 12 horas ou em banho-maria a 40°C por 2 horas. A
sequir, foram adicionados 10 mL de coquetel de cintilagdo para contagem da radioatividade
em espectrémetro de cintilacdo liquida (TRI-CARB 2100TR, Packard BioScience Company,

EUA).

3.8. Avaliacdo da Expressao Génica pela Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

(RT-PCR)

a) Extracdo de RNA

O mdasculo EDL de ratos Sham e ADMX alimentados e jejuados foi extraido
imediatamente ap6s o deslocamento cervical para extracdo do RNA pelo método do Trizol ™
(Invitrogen Life Technologies, Carlsberg, CA). Apés a extracdo, o tecido foi congelado em
nitrogénio liquido, macerados em cadinho de porcelana, homogeneizados em solucdo de
Trizol™ na proporcdo de 100mg tecido para 1mL Trizol" e incubados por 10 minutos &
temperatura ambiente. Em seguida, 200 pL de cloroférmio foi adicionado e apds 15 segundos
de agitacdo vigorosa em voértex a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 12.000g e a 4°C.
A fase superior aguosa (contendo RNA) foi coletada e em seguida o0 RNA foi precipitado com
500uL de alcool-isopropilico. Apos incubagdo por 10 minutos & temperatura ambiente, a
amostra foi novamente centrifugada. Ao final, os pellets foram lavados com etanol 75% e

solubilizados em 50 pL de dgua DEPC (agua milli-Q tratada com dietil-pirocarbonato 0,01%
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e autoclavada).

b) Quantificacdo das amostras de RNA

As amostras foram quantificadas por densidade dptica (DO) em espectrofotometro. A
qualidade da extracdo foi conferida pela relagdo DO26onm/DO2gonm, UM indicador de
contaminacdo da amostra com proteinas. As amostras de RNA foram mantidas em freezer -

80°C para posterior utilizacdo nas reacdes de transcrigéo reversa.

c¢) Producéo de cDNA - Transcri¢cdo Reversa (RT)

As reacGes de transcricdo reversa foram realizadas para obtencdo de cDNAS,
utilizando 2pg de RNA total na presenca de 50 ng de primer oligo(dT) e 1U de ImProm [I™
Reverse Transcriptase (Promega, Madinson, WI), de acordo com as condi¢des padrdo do
fabricante. As condi¢des usadas no termociclador PTC 100 (MJ Research, Watertown, MA)
foram: 5 minutos a 70°C (anelamento do primer), seguindo-se da adicdo da enzima
transcriptase reversa e 60 minutos a 42°C (polimerizacdo) e entdo 15 minutos a 70°C
(inativagdo da enzima).

O contetdo de RNAm da proteina ciclofilina de camundongos foi usado como
controle para verificacdo da quantificacdo dos RNA purificados. Para se certificar da pureza
do RNA extraido, foi realizado um controle negativo, no qual ndo foi adicionada a enzima
transcriptase reversa, com o objetivo de identificar uma possivel existéncia de DNA gendmico

na amostra. Nenhuma banda foi observada nas PCRs destas amostras para 0s genes

analisados.
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d) PCR em tempo real
- Primers utilizados
A seqliéncia dos primers foi obtida a partir da seqiiéncia dos genes depositada no

GenBank para atrogina-1 e ciclofilina (tabela 5).

TABELA 5- Sequiéncias dos primers utilizados para as reaces de RT-PCR.

Gene Sequéncia Produto

Atrogina-1 Sense: TGAAGACCGGCTACTGTGGAAGAGAC 486 pb

Antisense: TTGGGGTGAAAGTGAGACGGAGCAG

Sense: TCG ACA TCT ACA AGC AGG
MuRF1 486 pb
Antisense: TCC TTG GAA GAT GTC

Sense: TTT GTA AGG GCG GTT CTG
LC3 486 pb
Antisense: CAG GTA GCA GGA AGC AGA

Sense: CTT TCC CCTTGT TTACCC TCC
GABARAP 486 pb
Antisense: CCC AAT GTC AAC CCC

Sense: GAC TTC ATG ATC CAG GG
Ciclofilina 486 pb
Antisense: TGA CAT CCT TCAGTG GCT TG




Materiais e Métodos 32

-Amplificacdo do cDNA

Reacdes de PCR com volume final de 25uL foram realizadas utilizando uma
concentracdo final de 0,1 uM de cada primer (Sense e Antisense), 1,5mM MgCl, 1X tampé&o
NH,*, 200uM de cada dNTP, 10% DMSO, 2 unidades de Taq Polimerase Pht (Phoneutria
Biotecnologia e Servicos Ltda, MG, Brasil) e 1uL de cDNA, o volume final foi completado
com agua milli Q. O programa utilizado no termociclador PTC100 (MJ Research, Watertown,
MA) foi de 94°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos de 94° C por 30 segundos, 47° C por 1
minuto e 72° C por 1,5 minutos, finalizando com uma etapa de 10 minutos a 72° C. Para
ciclofilina, foi de 94°C por 5 minutos, seguido de 22 ciclos de 94° C por 1 minuto, 56° C por 1
minuto e 72° C por 1 minuto, finalizando com uma etapa de 10 minutos a 72° C. A expressao
dos atrogenes (atrogina-1, MuRF1, LC3 e GABARAP) foi calculada utilizando a expressdo

da ciclofilina como normalizador (controle interno endégeno).

3.9. Western blot

Apos 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,
0 gel e a membrana de nitrocelulose foram colocados na solucéo de transferéncia (48mM de
Tris, 39mM de glicina, SDS 10% e 0,2M de metanol). Apds 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 o0 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
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overnight (aproximadamente 12 horas) a 4°C com anticorpos primarios de coelho das
seguintes proteinas analisadas: Akt (1:2000, Cell Signalling, EUA), Akt p-Ser*” (1:1000, Cell
Signaling, EUA)- BostonBiochem, EUA) e B-actina (1:3.000; anticorpo de camundongo anti-
B-actina — Santa Cruz). As dilui¢ces dos anticorpos primarios foram realizadas em solucédo de
TBS-T contendo 2,5% de albumina bovina sérica e 0,01% de azida sodica. O anticorpo foi
entdo retirado e a membrana devidamente lavada com solucdo de TBS-T, posteriormente
incubada durante 1 hora a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario anti-1gG ligado
a peroxidase (anti-lgG de camundongo, diluicdo de 1:5.000 em TBS-T e anti-IgG de coelho,
diluicdo de 1:7.500 em TBS-T). Apos lavagem das membranas para remocdo do excesso de
anticorpo secundario nao ligado, a membrana foi revelada com filme autoradiografico
Hyperfilm ECL™ (Amersham Biosciences, EUA), na auséncia de luz, variando entre 2 a 45
minutos ap6s a adicdo de partes iguais dos reagentes do Kit de Quimioluminescéncia
Amplificada Amersham ECL™ (Amersham Biosciences). As bandas reveladas foram
fotografadas e quantificadas por densitometria utilizando o software ImageJ versdao 1.410

(National Institutes of Health, EUA).

3.10. Analises bioquimicas

O sangue foi coletado em tubos heparinizados, apds decapitacdo dos animais. Em
seguida, o sangue foi centrifugado para obtencdo do plasma e a concentracdo plasmatica de
glicose e lactato foram determinadas em analisador biogquimico YSI modelo 2700 SELECT®
(YSI Bioanalytical Products, EUA). As concentracbes de é&cidos graxos livres foram
determinadas por espectrofotometria modificada para leitura em placas de ELISA, utilizando

o kit NEFA (Randox, UK) para ensaio em soro e plasma.
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3.11. Determinacao do glicogénio hepatico e muscular

As determinagdes do contedo de glicogénio foram realizadas a partir de amostras de
tecido hepatico (500mg) e muscular colhidas imediatamente ap6s o sacrificio dos animais. Os
tecidos pesados foram colocados em tubos de centrifuga contendo 2 mL de KOH 30%. A
extracdo foi realizada através do método de Sjogren et al. (1938) e a quantificacdo do
glicogénio hepético e muscular foi realizada pelo método da antrona segundo Carrol et al.

(1956).

3.12. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como Médias £ EPM (Erro Padrdo da Média). Para a
analise estatistica dos resultados foi empregado o teste “t”de Student para comparacao entre
dois grupos e a analise de variancia multivariada com dois fatores (two-way RM ANOVA),
seguido do teste de Holm-Sidak, foi utilizado para comparagdo de mais de dois grupos. O

nivel de significancia aceito foi de 5% (i.e., P<0,05).
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4.0. Resultados

4.1. Caracterizagdo do modelo experimental em animais adultos.

4.1.1. Efeito da ADMX na massa corporal.

A figura 3 apresenta os resultados do efeito da ADMX, ao longo de 10 dias, na massa
corporal de animais alimentados e jejuados. Verifica-se que o jejum por 48h reduziu em
aproximadamente 30g a massa corporal dos animais Sham e ADMX. Podemos observar

também que a ADMX ndo interferiu na massa corporal dos animais tanto alimentados quanto

jejuados (figura 3).
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-- ¢-- ADMX Alimentado
2504 v Sham Jejum i
> --#-- ADMX Jejum
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Figura 3. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) na curva de ganho de massa corporal dos
animais alimentados (n=8) e jejuados por 48h (n=9) ao longo de 10 dias. A seta indica o inicio
do jejum. Os valores sdo expressos como média £ EPM. *p<0,05 em relagéo ao grupo Sham
alimentado. 3p<0,05 em relagdo ao grupo ADMX alimentado.
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4.1.2. Efeito da ADMX nas concentracgdes das catecolaminas plasmaticas

Com o objetivo de comprovar a eficiéncia da simpatectomia induzida pela ADMX,
foram determinadas as concentragbes plasmaticas das catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina). Observa-se na figura 4 que a ADMX de 10 dias praticamente aboliu a
concentracdo plasmatica de adrenalina (figura 4A) e reduziu em 60% a concentracdo de
noradrenalina (figura 4B). Pode-se constatar também nesta figura que o jejum néo alterou as

concentracdes de ambas as catecolaminas quando comparadas ao grupo alimentado.
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Figura 4. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na concentracdo plasmaética de
adrenalina (A) e noradrenalina (B) nos animais alimentados (n=8) e jejuados por 48h (n=8).
Os valores sdo expressos como média + EPM. *p<0,05 em relago ao grupo Sham alimentado.
%5<0,05 em relagdo ao grupo Sham jejum.
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4.1.3. Efeito da ADMX em diferentes parametros hormonais, metabdlicos e massa do tecido
adiposo e muscular

A tabela 6 apresenta os valores das concentracdes plasmaticas de corticosterona,
glicose e lactato nos grupos ADMX e Sham alimentados ou jejuados por 48h. Verifica-se
nesta tabela que o jejum, assim como esperado, aumentou 0s nhiveis de corticosterona em
animais Sham e que a incisao feita no cortex da adrenal na ocasido da ADMX néo alterou as
concentracdes plasmaticas de corticosterona tanto em animais normais como em jejuados.

Os niveis plasmaticos de glicose e lactato foram reduzidos no jejum em 43% e 65%,
respectivamente (tabela 6), assim como o contedo de glicogénio muscular (51%) (figura 5A)
e hepatico (100%) (figura 5B). A ADMX reduziu em 16% os niveis de lactato no plasma em
animais alimentados em relacdo ao grupo Sham (tabela 6). O contetdo de glicogénio
muscular ndo foi alterado em animais ADMX alimentados e jejuados. No entanto, a queda do
conteddo de glicogénio hepatico induzida pelo jejum foi significativamente menor no grupo

ADMX (figura 5B).

Tabela 6. Concentracfes plasmaticas de corticosterona, glicose e lactato, apds 10 dias da
adrenodemedulacdo (ADMX), em animais alimentados e jejuados por 48h.

Corticosterona Glicose Lactato
(nu/di (mg/dl) (umol/ml)
Sham 10,72 £1,9 (8) 146,10 £ 5,17 (8) 1,35+ 0,09 (8)
Alimentado
ADMX 10,30 £ 0,92 (8) 148,24 + 2,02 (8) 1,13 + 0,06" (8)
Sham 22,07 £ 1,41* (7) 83,61 + 3,04* (7) 0,470 + 0,03* (7)
Jejum

ADMX 21,31 +147°(10) 91,32 +2,61° (10) 0,520 + 0,03° (10)

Os valores sdo expressos como média + EPM. Os valores entre parénteses indicam 0 nimero
de animais utilizados. *p<0,05; “p<0,05 em relacdo ao grupo Sham alimentado. %p<0,05 em
relacdo ao grupo ADMX alimentado.
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Figura 5. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias no conteido de glicogénio
muscular (A) e hepatico (B) nos animais alimentados e jejuados por 48h. Os valores sdo
expressos como média = EPM. *p<0,05 em relagdo ao grupo Sham alimentado. §p§0,05 em
relagdo ao grupo ADMX alimentado. p<0,05 em relagdo ao grupo Sham jejum.

A figura 6 apresenta os resultados referentes as massas do tecido adiposo branco

(TAB) nos diferentes grupos experimentais. Como pode ser verificado, o jejum em animais

Sham reduziu em 30% e 10%, respectivamente, as massas do TAB retroperitoneal (figura 6A)

e epididimal (figura 6B). Pode também ser observado na figura 6 que a deplecdo das

catecolaminas plasmaticas induzida pela ADMX reduziu as massas do TAB retroperitoneal

(~50%) (figura 6A) e epididimal (~35%) (figura 6B) em animais alimentados e exacerbou a

reducdo das massas desses tecidos induzida pelo jejum (figuras 6A e B). A reducdo do TAB

no jejum foi acompanhada por um aumento nos niveis plasmaticos de AGL no grupo Sham

como mostrado na figura 7. Observou-se também um aumento na concentracdo de AGL no

plasma de animais alimentados ADMX (figura 7) em relagdo ao grupo Sham. A deplecéo da

adrenalina plasmatica nos animais ADMX atenuou o aumento dos niveis plasmaticos de AGL

(figura 7) induzido pelo jejum.




Resultados 39

Massa do Retroperitoneal

0,904 [_1Sham A 1,24 L_—JSham B
I ADMX I ADMX
0,754 = 1,0
£
0,60 = 0,8-
‘T"; o S
S 045 * & S os #
d o o &
20,30 # & T B 041
3
[%2]
0,15+ g 0,2-
0,00 - . 00 - !
Alimentado Jejum Alimentado Jejum

Figura 6. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na massa do tecido adiposo
retroperitoneal (A) e epididimal (B) nos animais alimentados e jejuados. Os valores séo
expressos como média £ EPM. *p<0,05; “p< 0,05 em relagdo ao grupo Sham alimentado.
%5<0,05 em relacdo ao grupo Sham jejum.
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Figura 7. Efeito da adrenodemedulagdo (ADMX) de 10 dias nas concentragdes plasmaticas
de Acidos Graxos Livres (AGL) nos animais alimentados e jejuados por 48h. Os valores s3o
expressos como média + EPM. *p<0,05; *p<0,05 em relagio ao grupo Sham alimentado. %p<
0,05 em relacéo ao grupo Sham jejum.
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A massa total do mdsculo tibial anterior de animais do grupo Sham foi reduzida em
16% pelo jejum e a ADMX néo alterou esse parametro tanto nos animais alimentados quanto

nos jejuados (figura 8).

6404 [__ISham

560 I ADMX
480
400+
3201
2401

160+

Massa Muscular (mg)

804

Alimentado Jejum

Figura 8. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na massa do musculo tibial
anterior nos animais alimentados e jejuados por 48h. Os valores sdo expressos como média *
EPM. *p<0,05 em rela¢do ao grupo Sham alimentado. $p<0,05 em relagdo ao grupo ADMX
alimentado.

4.2. Efeito in vivo da ADMX na pressao arterial média, fluxo sanguineo muscular e no

metabolismo de proteinas musculares em animais adultos alimentados e jejuados

4.2.1. Alteracdes Hemodinamicas

As figuras 9 e 10 mostram os efeitos da remocdo cirurgica da medula da adrenal, em
animais alimentados e jejuados, na pressdo arterial média (PAM) (figura 9) e no fluxo
sanguineo muscular (FSM) (figura 10), respectivamente, ao longo do experimento de
microdialise. Pode-se observar que estes parametros hemodindmicos mantiveram-se

constantes ao longo do tempo e ndo foram diferentes entre os diferentes grupos experimentais.
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Figura 9. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na pressdo arterial média (PAM)
de ratos alimentados (A; n=6) e jejuados por 48h (B; n=7), durante 60 min de microdialise. Os
valores sdo expressos como média = EPM.
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Figura 10. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias no fluxo sanguineo muscular
estimado pela extracdo fracional de etanol no masculo Tibial anterior de ratos jejuados (n=6),
durante 90 min de microdialise. Os valores sdo expressos como média + EPM.
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4.2.2. Concentrac0es intersticial (1), arterial (A) e diferenca I-A de tirosina muscular

A Figura 11 apresenta os efeitos da ADMX nos valores médios das concentracfes
intersticial (1), arterial (A) e do gradiente I-A de tirosina muscular em animais alimentados
(figura 11A) e jejuados (figura 11B). Observa-se que a ADMX ndo afetou nenhum desses
parametros em ratos alimentados (figura 11A). O mesmo ocorreu com 0 grupo Sham
submetido ao jejum (dados ndo apresentados). Por outro lado, no grupo ADMX jejum, a
deplecéo da adrenalina aumentou em 50% a liberacdo muscular de tirosina para o intersticio e
em 100% a diferenca I-A, sem modificar a concentracdo arterial deste aminoacido (figura

11B). Estes resultados indicam claramente um aumento do catabolismo protéico no tecido

muscular de ratos ADMX jejuados.
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Figura 11. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias nas concentragdes intersticial

(1), arterial (A) e na diferenga I-A de tirosina muscular em animais alimentados (A) e jejuados

(B). Os valores s3o expressos como média + EPM. ¥p<0,05 em relagdo ao grupo Sham jejum.
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4.3. Efeito da ADMX no metabolismo de proteinas em musculos isolados de animais jovens

alimentados e jejuados

ApOs a caracterizacdo de nosso modelo experimental e avaliacdo dos efeitos da
ADMX no metabolismo de proteinas in vivo em musculos esqueléticos de ratos adultos,
investigou-se o efeito da ADMX na massa muscular, sintese protéica, degradacéo total de
proteinas, assim como na atividade dos diferentes sistemas proteoliticos em musculos soleus
(oxidativo) e EDL (glicolitico) de animais jovens alimentados e jejuados. Com relacdo a
massa dos musculos estudados, observou-se uma clara reducao de 26% no EDL (figura 12A)
e de 17% no soleus (figura 12B), apds o periodo de restricdo alimentar. De forma semelhante

ao que foi observado em animais adultos, as massas de ambos os musculos ndo foram

alteradas pela ADMX.
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Figura 12. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na massa dos musculos EDL
(A) e soleus (B) de ratos alimentados e jejuados por 48h. Os valores s@o expressos como
média + EPM. *p<0,05 em relacdo ao grupo Sham alimentado. ® p<0,05 em relagdo ao grupo
ADMX alimentado.



Resultados 44

4.3.1. Sintese protéica

A velocidade de sintese de proteinas foi avaliada por meio da incorporacdo do
aminoécido tirosina marcada com **C em proteinas totais de mésculos EDL e soleus isolados
de ratos adrenodemedulados alimentados e jejuados. Como esperado, a sintese protéica de
animais sob privacdo alimentar foi reduzida nos musculos EDL (figura 13A) e soleus (figura
13B) em 50% e 67%, respectivamente. A remocdo da medula da adrenal ndo alterou a sintese
protéica em ambos 0s musculos dos animais em jejum, mas como pode ser observado na
figura 13 aumentou em 21% a incorporacdo de tirosina em proteinas totais nos musculos EDL

(figura 13A) e soleus (figura 13B) de animais alimentados.
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Figura 13. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na velocidade de sintese
protéica nos musculos EDL (A) e soleus (B) de animais alimentados e jejuados por 48h. Os
valores sdo expressos como média + EPM (n=8). * p<0,05; "p<0,05 em relacdo ao grupo
Sham alimentado. ®p<0,05 em relagéo ao grupo ADMX alimentado.
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4.3.2. Protedlise Total

O efeito da ADMX na degradacdo total de proteinas foi estimado por meio da
liberacdo de tirosina ao meio de incubacdo, na presenca de um inibidor da sintese protéica. A
figura 14 apresenta os valores médios obtidos na protedlise total de animais alimentados e
jejuados apos 10 dias da ADMX. O jejum, como pode ser observado nesta figura, aumentou a
degradacdo total de proteinas no musculo EDL em 30%, mas ndo afetou o musculo soleus
(figura 14B). Observa-se que a ADMX ndo alterou a degradacdo de proteinas nos muasculos
EDL (figura 14A) e soleus (figura 14B) de animais alimentados. Entretanto, a deplecdo da
adrenalina plasmatica promove um aumento adicional de 30% na degradacdo total de
proteinas no musculo EDL de animais jejuados (figura 14A). Esses resultados demonstram
claramente que a remocdo da medula da adrenal aumenta a degradacdo total de proteinas

induzida pelo jejum em musculos glicoliticos como o EDL.
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Figura 14. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na degradagdo total de
proteinas em musculo EDL (A) e soleus (B) de ratos alimentados e jejuados por 48h. Os
valores sdo expressos como média £ EPM. *p<0,05 em relacdo ao grupo Sham alimentado.
%5<0,05 em relac¢do ao grupo Sham jejum.
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4.3.3. Atividades dos sistemas proteoliticos

Em seguida, procedeu-se a investigacdo de qual(is) sistema(s) proteolitico(s)
estaria(m) envolvido(s) no aumento da resposta catabdlica induzida pelo jejum em musculos

EDL de animais ADMX.

A.1. Sistema dependente de Ubiquitina-Proteassoma

Nesse experimento, avaliou-se especificamente a participacdo do sistema dependente
de Ub-proteassoma no muasculo EDL de ratos ADMX, em estado alimentado e jejuado. Como
esperado, 0 jejum resultou na ativacéo do sistema proteolitico dependente de Ub-proteassoma
no muasculo EDL de animais do grupo Sham (figura 15A). Verifica-se também nesta figura
que a deplecdo da adrenalina, em mdsculo esquelético de ratos jejuados, promoveu um
aumento adicional na atividade desse sistema proteolitico em duas vezes. Por outro lado,
verificou-se que a atividade proteolitica dependente de Ub-proteassoma em musculos soleus
néo foi alterada pelo estado do jejum ou pela ADMX (figura 15B).

Estes resultados mostram que o sistema Ub-proteassoma é um dos responsaveis pelo
aumento adicional da protedlise observada no musculo EDL de ratos ADMX jejuados. Pode-
se também inferir que o musculo soleus, ao contrario do EDL, ndo responde aos efeitos

catabolicos do jejum e da ADMX.



Via dependente de Ub-proteassoma
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Figura 15. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na atividade proteolitica do
sistema dependente de ubiquitina(Ub)-proteassoma nos musculos EDL (A) e soleus (B) de
ratos alimentados e jejuados por 48h. Os valores sdo expressos como média = EPM. *p<0,05
em relag&o ao grupo Sham alimentado. ¥p<0,05 em relagdo ao grupo Sham jejum.

A.2. Sistema Lisossomal

A figura 16 apresenta os resultados da proteolise lisossomal em musculos de animais
ADMX alimentados e jejuados. Verifica-se que esse componente proteolitico ndo participa do
aumento da proteolise total observada em musculos EDL de animais do grupo Sham em
jejum, como anteriormente demonstrado na figura 14. Contudo, com a remocdo da medula da
adrenal, este sistema proteolitico foi aumentado em 50% no musculo EDL de animais
jejuados (figura 16), quando comparado ao seu respectivo controle. Esses resultados sugerem
que o sistema lisossomal, assim como o dependente de Ub-proteassoma, participa do aumento

da protedlise total observado no masculo EDL de animais ADMX jejuados (figura 14).
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Figura 16. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na atividade proteolitica do
sistema lisossomal no musculo EDL de ratos alimentados e jejuados por 48h. Os valores sdo
expressos como média + EPM. ¥p<0,05 em relagio ao grupo Sham jejum.

A.3. Sistema dependente de Calcio

A figura 17 apresenta os resultados da protedlise dependente de Calcio de animais
ADMX alimentados e jejuados. Verifica-se que a atividade desse componente proteolitico ndo

foi alterada em musculo EDL de animais jejuados e/ou ADMX.
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Figura 17. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na atividade proteolitica do
sistema dependente de Célcio em musculos EDL de ratos alimentados e jejuados por 48h. Os
valores sdo expressos como média = EPM.

4.3.3. Expressado dos atrogenes

Tendo sido observada hiperativacdo dos sistemas proteoliticos lisossomal e
dependente de Ub-proteassoma em masculos EDL de ratos jejuados ADMX, o presente
trabalho passou a investigar as alteracbes que estariam ocorrendo na expressdo génica de
diferentes componentes desses sistemas.

A figura 18 apresenta os resultados da expressdo dos RNAm da atrogina-1 (figura
18A) e da MuRF1 (figural8B) no musculo EDL de ratos ADMX alimentados e jejuados.
Como esperado, 0 jejum aumentou (~7x) a expressao génica da atrogina-1 (figura 18A) e da
MuRF1 (figura 18B) no musculo EDL de animais do grupo Sham. A deplecdo plasmatica da
adrenalina levou a um aumento adicional da expressdo génica tanto da atrogina-1 (figura 18A)
como da MuRF1 (figura 18B) em aproximadamente trés vezes, no musculo EDL de animais

jejuados.
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Figura 18. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na expressdo dos RNAm da
atrogina-1 (A) e MuRF1 (B) no musculo EDL de animais alimentados e jejuados por 48h. Os
valores sdo expressos como média £ EPM (n=7). *p<0,05 em relagdo ao grupo Sham
alimentado. #p<0,05 em relagdo ao grupo Sham jejum. U.A.: unidades arbitrarias.

A figura 19 mostra a expressdo dos RNAm de dois genes autofagicos (LC3 e
GABARAP) responsaveis pela macroautofagia, uma das vias de degradacdo associadas ao
processo lisossomal no musculo esquelético. Verifica-se nesta figura que o jejum aumentou a
expressao génica da LC3 (~2x) e da GABARAP (~3x) no grupo Sham e que a ADMX causou
um aumento adicional na expressao dos RNAmM da LC3 (~5x) e da GABARAP (~4x) no

musculo EDL de animais jejuados.
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Figura 19. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na expressdo dos RNAm da
LC3 (A) e GABARAP (B) no musculo EDL de animais alimentados e jejuados por 48h. Os
valores sdo expressos como média £ EPM (n=7). *p<0,05 em relagdo ao grupo Sham
alimentado. #p<0,05 em relagdo ao grupo Sham jejum. U.A: unidades arbitrarias.

4.3.4. Efeito da ADMX na fosforilacdo da Akt no muasculo esquelético

Para avancar no conhecimento das vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas com a
resposta catabolica induzida pela ADMX no metabolismo protéico, analisou-se no musculo
tibial anterior de ratos adultos os niveis de fosforilacdo da Akt, uma proteina chave no
controle da sintese e da degradacdo protéica dependente de Ub-proteassoma. A Akt, quando
fosforilada, por horménios anabolicos, como a insulina, por exemplo, torna-se ativa
estimulando a sintese protéica e inibindo a degradacdo de proteinas. Como pode ser
observado na figura 20, houve uma tendéncia de queda na fosforilacdo da Akt em musculos
de ratos Sham em jejum, mas que ndo foi estatisticamente significante. A deplecdo da
adrenalina em animais alimentados ndo alterou a fosforilagdo da Akt. No entanto, em ratos
jejuados, a ADMX reduziu em 35% a fosforilacdo desta proteina sugerindo o envolvimento
da via de sinalizagdo da Akt no efeito anticatabolico da adrenalina no controle do

metabolismo de proteinas musculares no jejum.
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Figura 20. Efeito da adrenodemedulacdo (ADMX) de 10 dias na fosforilagdo da Akt no
musculo EDL de animais alimentados e jejuados por 48h. Os valores sdo expressos como
média = EPM (n=7) da forma fosforilada em relacdo ao contetido total da proteina. p<0,05
em relacdo ao grupo Sham jejuado. A seta indica a proteina Akt fosforilada em Ser*”® nos
diferentes grupos experimentais.
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5.0. Discusséo

Estudos anteriores de nosso laboratério demonstraram aumento da protedlise e
reducdo da sintese protéica (NAVEGANTES et al., 2002) em musculos esqueléticos isolados
de ratos alimentados simpatectomizados quimicamente, sendo esses efeitos revertidos pelo
tratamento in vitro com adrenalina, agonistas beta-adrenérgicos ou dibutyryl AMPC
(NAVEGANTES et al., 2001). A partir dessas evidéncias experimentais propusemos que 0
SNS, em situacBes basais, exerce um ténus anabdlico na massa muscular esquelética. Uma
vez que o tratamento utilizado para a inducdo da simpatectomia reduziu tanto as
concentracdes plasmaticas como o contetdo de noradrenalina nos tecidos, ndo foi possivel
dissociar qual dos dois componentes (hormonal ou neural) do simpatico seria o principal
mediador desta acdo adrenérgica na musculatura esquelética e a eventual importancia
fisioldgica desta acdo anabdlica em situacdes de demanda energética. Dando continuidade a
esses estudos, o0 presente trabalho teve como objetivo principal investigar o papel fisiologico
da adrenalina plasmatica no controle do metabolismo de proteinas musculares no jejum. Para
tanto, o modelo experimental utilizado foi o da adrenodemedulacdo (ADMX) em ratos
privados de alimentos por dois dias. A principal vantagem na utilizagdo da ADMX como
técnica de desnervacao simpatica consiste na rapida remocéo da influéncia das catecolaminas
plasmaéticas e, mais especificamente da adrenalina, sem que haja alteracdo das concentragdes
de noradrenalina no musculo esquelético.

Inicialmente, padronizou-se 0 modelo da ADMX quantificando-se as concentragdes
plasmaticas das catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e de outros hormonios e
metabolitos em animais alimentados e jejuados, 10 dias ap0s a remocdo cirurgica da medula
adrenal. A simpatectomia induzida pela ADMX foi comprovada pela deplecdo das
concentracdes plasmaticas de adrenalina e reducdo dos niveis circulantes de noradrenalina

(figura 4). A concentracdo de noradrenalina ainda presente no plasma de animais ADMX
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pode ser decorrente do extravasamento da fenda sinaptica apds sua liberacdo pelas
terminacbes simpaticas que inervam os diferentes tecidos periféricos. Embora seja bem
conhecido que a hipoglicemia alimentar em humanos leva ao aumento da secrecao hormonal
de catecolaminas, principalmente de adrenalina (GERISH et al., 1979), as concentracGes das
catecolaminas plasmaticas ndo foram alteradas pelo jejum em nossos animais (figura 4). Este
fato pode ser explicado pela alta variabilidade dos resultados obtidos devido o estresse, uma
vez que a coleta do plasma foi feita apos a decapitacdo dos animais no momento do sacrificio.

Como observado por Navegantes et al. (1999) em ratos simpatectomizados pelo
tratamento com guanetidina, a ADMX por 10 dias ndo alterou o crescimento corporal, a
massa dos musculos estudados e nem a glicemia. Como esperado, a remocao do alimento por
dois dias resultou em hipoglicemia e reduziu em ~20g a massa corporal dos animais adultos
do grupo Sham (figura 3), sendo esta alteracdo resultante de uma redu¢do da massa muscular
esquelética (figuras 8 e 12) e do tecido adiposo branco (TAB) (figura 6). Além disso, o jejum
aumentou a concentracdo plasmatica de corticosterona, sendo esta resposta semelhante em
animais Sham e ADMX (tabela 6). Este resultado indica que a incisdo cirdrgica no cértex da
adrenal feita para a remogdo da porcdo medular a 10 dias ndo altera a secrecdo dos
glicocorticoides em animais alimentados ou jejuados. E bem conhecido que o jejum é um
potente estimulo para a secre¢do dos glicocorticéides, 0s quais sdo responsaveis em aumentar
a degradacdo e reduzir a sintese de proteinas musculares, aumentando o afluxo de
aminoacidos para a gliconeogénese hepatica e promovendo a maior oferta de substratos
energéticos alternativos para os tecidos periféricos. Os glicocorticoides estimulam a
gliconeogénese hepatica mediante 0 aumento da atividade de enzimas chaves como a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), que catalisa a conversdo de oxaloacetato em

fosfoenolpiruvato, e a glicose-6-fosfatase que converte a glicose-6-fosfato em glicose. Além
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disso, promovem inibicdo da sintese protéica e estimulam a atividade do sistema Ub-
proteassoma aumentando a protedlise muscular.

O jejum também resulta em reducdo dos niveis plasmaticos de insulina e aumento da
secrecdo de glucagon e das catecolaminas plasmaticas. Todas essas alteracGes hormonais
contribuem para o aumento da glicogendlise e reducdo da sintese do glicogénio e podem
explicar a reducdo do conteudo de glicogénio tecidual (figado e musculo) observada no
presente estudo em animais Sham em jejum (figura 5A e B). E bem sabido que o glucagon e a
adrenalina estimulam a enzima glicogénio fosforilase no figado e inibem a glicogénio sintase,
promovendo a reducdo do glicogénio hepatico a glicose-6-fosfato e liberando a glicose livre
para tecidos (por exemplo, cérebro) que s6 utilizam essa hexose como fonte energética. Dessa
maneira, os efeitos glicogenoliticos da adrenalina no figado poderiam explicar o discreto
aumento do conteldo de glicogénio hepatico observado no grupo ADMX jejum quando
comparado ao grupo Sham jejum (figura 5B). No mdsculo, a adrenalina também estimula a
glicogendlise muscular aumentando o conteldo de lactato que pode ser utilizado tanto pelo
préprio musculo como liberado para circulagdo sanguinea aumentando o afluxo deste para a
gliconeogénese hepética. Portanto, 0 maior consumo de lactato resultou em reducgdo dos seus
niveis plasmaticos observada nos animais Sham em jejum (tabela 6). Experimentos anteriores
de nosso laboratério demonstraram em um modelo de hiperatividade simpatica induzida pela
administracdo central de carbacol que a ADMX previne o aumento do lactato plasmatico em
animais alimentados (BRITO et al., 1993; MIGLIORINI et al., 1997), sugerindo fortemente
que a adrenalina, secretada pela medula da adrenal, é a principal responsavel pela ativacao da
glicogendlise muscular nessa situacdo experimental. Corroborando esses estudos, nossos
dados mostram reducdo da lactacidemia nos animais alimentados ADMX quando comparados

ao grupo Sham (tabela 6).
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Com relacdo ao metabolismo de lipidios no jejum, a adrenalina circulante e a baixa
concentracdo de insulina resultam na inibicdo da lipogénese e ativacdo da enzima lipase
horménio-sensivel (LHS) estimulando a lipélise. Com isso, ocorre quebra dos triacilglicerois
e aumento da mobilizacéo de glicerol e acidos graxos livres (AGL), como pode ser constatado
pelo aumento dos niveis plasmaticos de AGL (figura 7) e, indiretamente, pela reducdo da
massa do TAB retroperitoneal nos animais jejuados (figura 6A). Uma vez que a adrenalina é
um horménio lipolitico, o esperado era que a massa do TAB aumentasse com a ADMX.
Entretanto, a retirada da medula da adrenal reduziu a massa do TAB retroperitoneal e
epididimal em animais alimentados e causou uma reducdo adicional nas massas desses tecidos
apos o jejum (figura 6A e B). Em conjunto com essas alteragdes no TAB foi encontrado um
aumento nos niveis plasmaticos de AGL em ratos ADMX alimentados (figura 7). Sabendo-se
que a lipdlise no TAB é regulada por uma inervagdo simpatica direta (FRASON, 2010), cuja
atividade é aumentada pelo jejum de 2 dias ( MIGLIORINI et al., 1997), nossa hipotese € que
a ADMX leve a um aumento compensatorio da atividade neural simpatica do TAB
exacerbando a resposta lipolitica e a perda de massa nesse tecido. De fato, Takahashi et al.
(1993) demonstraram que ap6s a ADMX bilateral ocorre um aumento do turnover de
noradrenalina no tecido adiposo marrom e pancreas de ratos alimentados. Futuros
experimentos serdo realizados em nosso laboratorio para confirmar esta hipdtese.

Ao contrario de suas acOes catabdlicas classicas no controle do metabolismo de
carboidratos e lipidios, uma série de evidéncias experimentais do nosso e de outros
laboratorios indicam que as catecolaminas exercem um efeito anabolico no metabolismo de
proteinas musculares em animais alimentados. No entanto, ndo ha evidéncias da literatura
acerca do papel fisiologico da adrenalina no metabolismo protéico em situacdes de demanda

energetica como o jejum.
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5.1. Efeito in vivo da ADMX no metabolismo de proteinas

Com este objetivo, investigou-se inicialmente as altera¢6es in vivo do metabolismo de
proteinas no musculo tibial anterior de ratos adultos, por meio da técnica da microdialise. A
aplicacdo desta técnica em mausculos esqueléticos possibilita que diferentes metabolitos
hidrossoluveis, entre eles 0 aminoacido tirosina, se difundam passivamente do intersticio para
dentro do fluido de perfusdo do cateter e assim possam ser quantificados na solucdo dialisada.
Uma vez conhecido o valor de recuperagdo (“recovery”) de cada cateter, individualmente,
corrigiu-se o valor da concentracéo da tirosina no dialisado e assim obteve-se o valor de sua
concentracdo no intersticio. Dessa forma, tornou-se possivel calcular o gradiente I-A
(concentracéo intersticial menos a arterial) de tirosina muscular. Uma vez que a tirosina é um
aminoacido que ndo ¢é sintetizado “de novo” e nem catabolizado pelo musculo e que o
gradiente I-A de tirosina foi sempre positivo (concentracao intersticial maior que a arterial)
em todas as condicdes experimentais, assume-se que a tirosina intersticial esta sendo liberada
localmente pelo musculo e ndo provém de outras fontes como intestinos, figado, etc. Portanto,
quanto maior for o gradiente I-A de tirosina muscular encontrado maior serd o grau de
catabolismo protéico no masculo. Essa técnica tem sido amplamente utilizada em nosso
laboratério e foi capaz de estimar, em estudos anteriores, 0 aumento do catabolismo protéico
em diferentes modelos cléassicos de atrofia muscular como, por exemplo, na sepse (LIRA et
al., 2007), na desnervacéo atréfica (GONCALVES et al., dados ndo publicados) e no diabetes
(BAVIERA, 2007). Curiosamente, no presente trabalho, o esperado aumento da resposta
catabolica no metabolismo protéico induzido pelo jejum ndo foi observado nos musculos
dialisados, os quais apresentaram gradientes I-A de tirosina semelhantes aos musculos de
animais alimentados (dados ndo apresentados). Uma possivel explicacdo para isso € a baixa
sensibilidade do método em detectar pequenas alteracfes da concentracdo intersticial de

tirosina induzidas pela privagéo alimentar. Uma outra possibilidade é que possiveis alteracdes
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hemodinamicas induzidas pelo jejum, como por exemplo uma maior vasodilatacdo local,
possam ter aumentado o clearance de tirosina e impossibilitado a deteccdo de qualquer
aumento no intersticio provinda do musculo. O catabolismo de proteinas musculares também
ndo foi alterado pela ADMX em animais alimentados (figura 11A). Entretanto, musculos de
animais ADMX em jejum apresentaram aumento (~2x) na diferenca I-A de tirosina, sendo
este aumento proveniente de alteracbes da concentracdo intersticial e ndo arterial deste
aminoacido (figura 11B). Considerando que todo aumento na concentracdo intersticial de
tirosina (ou de qualquer outro metabdlito liberado pela célula) pode ser influenciado por
alteracdes da microcirculacdo local, avaliou-se o fluxo sanguineo muscular e a PAM nos
grupos jejum e ADMX jejum. Como pode ser observado nas figuras 9 e 10, nenhum desses
parametros foi alterado pela ADMX, indicando que o aumento da concentracdo intersticial de
tirosina detectado nos musculos dos animais ADMX jejum ndo foi decorrente de uma
eventual reducdo do fluxo sanguineo local, mas sim da maior liberacao deste aminoacido pela
fibra muscular. Esta liberacdo pode ser resultante de um aumento da protedlise e/ou da
reducdo da sintese protéica. Em conjunto, estes resultados sugerem que a adrenalina
plasmética exerce um papel anabolico no metabolismo de proteinas musculares durante o
jejum de dois dias, sendo esta resposta independente de alteracbes hemodindmicas. Esta
hipotese esta de acordo com experimentos de microdialise nos quais a perfusdo de musculos
de ratos normais com adrenalina, durante 30 minutos, reduziu temporalmente a concentragdo
de tirosina no dialisado (ROSDAHL et al., 1997) e também com estudos em humanos, nos
quais foi demonstrado que a infusdo intravenosa de adrenalina promove uma reducéo de 20%
na concentragdo plasmatica de aminoacidos (SHAMOON et al., 1980; MILES et al., 1984;
KRAENZLIN et al., 1989), muito provavelmente resultante da menor degradacao protéica.
Para a investigacdo dos mecanismos intracelulares envolvidos na resposta catabolica

induzida pela ADMX em musculos de ratos adultos jejuados, reproduziu-se esse modelo
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experimental em ratos jovens a fim de se obter musculos de tamanhos adequados para a

avaliacdo da sintese e degradacédo de proteinas em experimentos in vitro.

5.2. Efeito da ADMX na sintese de proteinas musculares

A acdo anabdlica das catecolaminas no metabolismo de proteinas na musculatura
esquelética pode ser resultante tanto do aumento dos processos de sintese protéica, assim
como da diminuicdo da protedlise muscular ou ainda de ambos os processos metabdlicos. E
muito bem conhecido que a sintese de proteinas na musculatura esquelética é estimulada por
diferentes hormdnios anabdlicos como a insulina, o GH e o IGF. Mas, pouco se sabe a
respeito do papel da adrenalina. Ao se ligar ao receptor do tipo tirosino quinase, a insulina
induz a autofosforilacdo deste receptor em residuos de tirosina e, em seguida, recruta o
intermediario intracelular fosfatidilinositol-3-kinase (PI13K), que por sua vez fosforila e ativa
Akt. A Akt fosforilada ativa a mTor que estimula a sintese protéica por ativar dois
importantes reguladores, a S6 Kinase ribossomal (S6K1) e o fator de iniciacdo de eucaridticos
AE (elF4E) (CSIBI et al., 2008). Como no jejum os niveis de insulina no plasma estdo
diminuidos e os de corticosterona aumentados, ja era de se esperar uma reducdo da velocidade
de incorporacdo da tirosina marcada em proteinas de musculos EDL e soleus do grupo Sham.
No grupo ADMX, a deplecdo da adrenalina plasmatica e a reducdo dos niveis circulantes da
noradrenalina ndo alteraram a velocidade de sintese protéica total em ambos os muasculos de
ratos jejuados, sugerindo que as catecolaminas circulantes ndo tenham um papel importante
no controle da sintese protéica em situagdes de privacao alimentar. Entretanto, a deplecdo da
adrenalina nos musculos EDL e soleus de ratos alimentados aumentou a sintese protéica em,
aproximadamente 21% (figura 12). Sabendo-se que a adrenalina, via PKA, pode antagonizar
passos enzimaticos importantes na cascata da sinalizacéo intracelular da insulina no masculo

como, por exemplo, a fosforilagdo da Akt (BRENNESVIK et al., 2005), uma possibilidade a
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ser aventada é que a ADMX tenha facilitado a acdo estimulatoria da insulina na velocidade de
sintese de proteinas musculares no estado alimentado. Por outro lado, pode estar ocorrendo
um aumento compensatério da atividade noradrenérgica muscular em resposta a ADMX. Esta
hipdtese € baseada em estudos anteriores de nosso laboratorio (NAVEGANTES et al., 2004)
gue mostraram uma reducdo significativa da sintese protéica em musculos soleus de ratos
tratados com guanetidina, sendo este efeito revertido pelo tratamento in vitro com
isoproterenol (NAVEGANTES et al., 2004). Resultados semelhantes foram observados em
musculos soleus de animais submetidos a remocéo cirdrgica do segmento lombar simpatico
(responsavel pela inervacdo direta dos musculos da pata posterior), mas ndo em animais
adrenodemedulados por 4 dias. Sendo assim, pode-se sugerir que a inervacdo adrenérgica
direta, e ndo a adrenalina circulante parece ser o componente do SNS responsavel pela acédo

estimulatoria dos processos de sintese de proteinas na musculatura esquelética do rato.

5.3. Efeito da ADMX na degradacdo de proteinas musculares

A etapa seguinte do presente estudo teve como objetivo investigar se a ADMX
alterava a degradacdo de proteinas totais. Como esperado, a degradacao total de proteinas foi
aumentada em 50% pelo jejum no musculo EDL (figura 14A), mas ndo no musculo soleus
(figura 14B). Em vérios estados catabdlicos, incluindo o jejum (LI et al., 1977; WING et al.,
1995), o tratamento com glicocorticoides (WING et al., 1993) e a acidose (MITCH et al.,
1994), existe uma maior atrofia muscular no EDL do que no soleus. De fato, musculos
vermelhos, constituidos por fibras do tipo I, de metabolismo predominantemente oxidativo
como o soleus, 40 menos responsivos aos sinais catabdlicos sistémicos quando comparados a
musculos brancos glicoliticos, ricos em fibras do tipo Il como 0 EDL. A razéo para isto ainda

ndo é totalmente conhecida, mas parece ser devido a maior expressdo de PGC1l-alfa, um
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coativador transcricional envolvido na supressdo da expressdo das E3 ligases, em musculos
tipicamente oxidativos (SANDRI et al., 2006).

A deplecdo da adrenalina promoveu um aumento adicional na degradacéo total de
proteinas no masculo EDL de ratos com privacdo nutricional (figura 14A). Corroborando os
resultados de Baviera et al. (2008) que observaram um aumento da protedlise total em
musculo EDL de ratos diabéticos tratados com guanitidina durante 1 e 3 dias. Resposta oposta
ocorre quando mdsculos de ratos normais sdo incubados na presenca do isoproterenol
(agonista adrenérgico do tipo ), como observado por Navegantes et al. (2000).

Para saber qual(is) sistema(s) proteolitico(s) estaria(m) envolvido(s) com o aumento
da protedlise total no musculo EDL de ratos jejuados ADMX observado nesse estudo,
procedeu-se a investigacao da atividade dos diferentes sistemas proteoliticos. Embora se tenha
demonstrado previamente que a atividade proteolitica dependente de Calcio é diretamente
regulada pelas catecolaminas em situacdes basais, aumentando transitoriamente em resposta a
simpatectomia aguda (NAVEGANTES et al., 1999) e reduzindo apds o tratamento com beta-
agonistas (NAVEGANTES et al., 2001), isto aparentemente ndo parece ocorrer no jejum.
Como pode ser observado na figura 17, o sistema proteolitico dependente de Célcio ndo teve
sua atividade alterada em musculos EDL e soleus de ratos jejuados e/ou ADMX. Atualmente,
acredita-se que as calpainas tém sua atividade aumentada nas fases iniciais da atrofia
muscular, desestruturando o sarcomero ao nivel das linhas Z. Esta a¢do parece ser importante
para a liberacdo das proteinas miofibrilares no citosol, as quais seriam degradadas pelo
sistema dependente de Ub-proteassoma (DELGADO et al., 2001). A hipotese é que a
atividade do sistema dependente de Calcio esteja normalizada no jejum de 48 horas ou que
outras proteinas atroficas como, por exemplo, a MuRF1, estejam atuando no sarcémero
desestruturando as proteinas miofibrilares como demonstrado por Cohen et al. (2009) em

ratos desnervados. Corroborando a hipdtese, Clarke et al. (2007) demonstraram em culturas
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de células tratadas com dexametasona que a degradacdo da cadeia pesada de miosina é
dependente de MuRF-1. Experimentos adicionais serdo necessarios para esclarecer se a
ADMX pode alterar a atividade do sistema proteolitico dependente de Calcio em periodos
mais curtos do jejum. Ja € bem descrito na literatura que o sistema proteolitico dependente de
Ub-proteassoma é o principal responsavel pela degradacdo de grande parte das proteinas
miofibrilares durante o jejum (KETTELHUT et al., 1994). De fato, o presente estudo mostra
um aumento de, aproximadamente, 66% na atividade proteolitica desse sistema em musculos
EDL de ratos Sham jejuados (figura 15), sendo esta resposta proteolitica exacerbada em 115%
nos musculos de animais submetidos a ADMX. Estes resultados estdo em perfeito acordo com
os estudos de Baviera et al. (2008) que demonstraram um aumento adicional da atividade do
sistema proteolitico dependente de Ub-proteassoma em musculos EDL de animais diabéticos
submetidos a simpatectomia quimica.

Sabe-se que a maior atividade do proteassoma em musculos de animais sob privacao
alimentar é acompanha pelo aumento do contetdo de proteinas poliubiquitinadas (LECKER
et al., 1999; SOLOMON et al.,, 1998), sendo esta resposta totalmente bloqueada pela
adrenalectomia (WING & GOLDBERG, 1993), o que evidencia a importancia dos
glicocorticéides para a mobilizacdo de proteinas no estado do jejum. O aumento do processo
de ubiquitinacdo em diferentes situacBes atroficas, incluindo o jejum, é dependente da
hiperexpressdo das E3 ligases, atrogina-1 e MuRF1 (SACHECK et al., 2007), as duas
principais proteinas envolvidas no reconhecimento dos substratos protéicos a serem
degradados pelo proteassoma. Em total concordancia com prévios estudos da literatura,
observou-se no presente trabalho um aumento de aproximadamente oito vezes na expressao
génica da atrogina-1 e MuRF1 em mdusculo EDL de ratos jejuados. Acompanhando o que
aconteceu com a atividade do sistema proteolitico dependente de Ub-proteassoma, a ADMX

causou um aumento adicional de quatro vezes na expressdo do RNAm de ambas as E3 ligases
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em masculos de animais jejuados. Estes resultados corroboram os estudos de Gongalves et al.
(2009) que demonstraram que uma Unica injecdo de clembuterol, 4 horas antes, reduziu a
hiperexpressdao génica e protéica da atrogina-1 e MuRF1 em musculo gastrocnémio de
camundongos jejuados por 48h. Kline et al. (2007) também observaram uma reducdo da
expressao proteica das E3 ligases em musculos de ratos apos tratamento com clembuterol por
3, 7 e 14 dias. Conjuntamente, esses resultados sugerem que a adrenalina exerce um controle
inibitdrio da atividade do sistema proteolitico dependente de Ub-proteassoma, suprimindo a
expressao génica das E3 ligases durante o jejum.

O dltimo sistema proteolitico avaliado em musculo EDL de ratos ADMX alimentados
e jejuados foi o lisossomal. Como esperado, o estado de jejum ndo alterou a atividade
proteolitica do sistema lisossomal (figura 16). De forma semelhante ao que foi observado no
sistema Ub-proteassoma, nossos resultados mostram que quando as concentracdes
plasmaticas da adrenalina sdo depletadas pela ADMX, a atividade do sistema lisossomal
aumenta em 50% no musculo EDL de ratos jejuados. Baviera et al. (2008) também ndao
observaram qualquer alteracdo do sistema lisossomal quando o diabetes ou a simpatectomia
eram estudados isoladamente. No entanto, houve uma hiperativacao deste sistema proteolitico
em animais diabéticos simpatectomizados. Estes resultados indicam que as catecolaminas e a
insulina exercem acdes inibitdrias comuns na regulacéo dos sistemas lisossomal e dependente
de Ub-proteassoma podendo um horménio compensar o efeito antiproteolitico do outro em
um quadro de deficiéncia hormonal de um deles. Para uma melhor compreensao do papel da
adrenalina no controle da via lisossomal/autofagica no muasculo esquelético em situacdo de
privacdo nutricional, procedeu-se a investigacdo da expressdo génica dos genes autofagicos,
LC3 e GABARAP. Embora ndo tenhamos detectado alteracbes na atividade do sistema
lisossomal em animais Sham jejuados, a expressio do RNAm da LC3 e GABARAP no

musculo EDL foi aumentada em duas e trés vezes, respectivamente. Esses achados estdo de
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acordo com os estudos de Mammucari et al. (2007) que demonstraram a inducdo da
transcricdo dos genes relacionados a autofagia em musculo esquelético de camundongos CD1
com 1 dia de jejum. A auséncia da adrenalina no jejum aumentou tanto 0 RNAm da LC3 (5x)
como da GABARAP (4x) no muasculo EDL (figura 19), sugerindo um importante papel
fisioldgico da adrenalina no controle inibitdrio tanto da atividade do sistema lisossomal como
da expressao dos genes autofagicos, durante o jejum.

Em paralelo ao aumento da expressao do RNAm dos atrogenes e das atividades dos
sistemas proteoliticos Ub-proteassoma e lisossomal, observou-se neste trabalho uma reducéo
da fosforilagdo da Akt no musculo tibial anterior de ratos ADMX jejuados (figura 20) . Estes
resultados sugerem que a Akt seja um alvo de fosforilacdo da acdo da adrenalina e estdo de
acordo com os dados de Brennesvik et al. (2005) que demonstraram pela primeira vez o
cross-talk entre as sinaliza¢bes da insulina e das catecolaminas na musculatura esquelética.
Nesses estudos, a adrenalina foi capaz de potencializar o efeito da insulina na fosforilacdo da
Akt em soleus incubados na presenca dos dois horménios. Resultados semelhantes foram
observados pelo mesmo grupo, onde musculos soleus e epitrochearis de ratos infundidos
durante 1 dia com adrenalina e incubados na presenca de insulina apresentaram uma elevagéo
adicional nos niveis de fosforilacdo da Akt em comparacdo aos animais controles infundidos
somente com &cido ascorbico (JENSEN et al., 2005). Kline et al. (2007) e Gongalves et al
(2009) também demonstraram um aumento da fosforilacdo da Akt nos musculos
gastrocnémio e tibial anterior de roedores apos 2 e 4h de uma Unica inje¢do de clembuterol.
Mais recentemente, estudos de nosso laboratério (BAVIERA et al, 2009) também
demonstraram que a inducgdo da fosforilagdo da Akt promovida pela insulina em musculos
EDL isolados pode ser potencializada pela adrenalina, DB-AMPc (anélogo sintético do
AMPc) e por um agonista seletivo da Epac (do inglés, Exchange protein directy activated by

CAMP). Mei et al. (2002) ja haviam demonstrado que o aumento das concentragdes
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intracelulares de AMPc promovido pela adi¢do de forskolina (ativador da adenilato ciclase)
ou DB-AMPc, em cultura de células HEK 293, ativa a Epac, sendo esta proteina capaz de
aumentar os niveis de fosforilacdo (e conseqglientemente ativacdo) da Akt, possivelmente
através de um mecanismo que envolve a participacdo de Rapl e PI3K. Estes resultados, em
conjunto, sugerem que a Akt é um dos pontos de cross-talk entre as sinalizagdes da insulina e
da adrenalina no controle inibitério dos sistemas proteoliticos. Os dados do presente estudo
nos permitem concluir que a deplecdo das catecolaminas plasmaticas, principalmente a
adrenalina, amplifica os efeitos catabolicos induzidos pelo jejum na ativacdo dos sistemas
proteoliticos em musculos EDL de ratos. A Figura 21 apresenta de uma forma resumida os
possiveis mecanismos pelos quais estes sistemas proteoliticos poderiam ser regulados pelas
catecolaminas no jejum. A adrenalina liberada pela medula adrenal durante o jejum liga-se
diretamente a adrenoceptores beta-2 presentes no musculo e ativa uma cascata de
fosforilagdes dependente do AMPc com consequente ativacdo da Epac e da Akt. A Akt
fosforilada promove a inativacdo de FoxO3 por fosforilagdo direta e com isso reduz a
hiperexpressao dos atrogenes e da atividade dos sistemas proteoliticos lisossomal/autofagico e
Ub-proteassoma. De acordo com esta hipotese, esta acdo adrenérgica seria fisiologicamente
importante para atenuar os efeitos catabdlicos deletérios induzidos pela privacdo alimentar no

balango protéico da musculatura esquelética.
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Figura 21. Cross-talk entre os intermediarios da sinalizagdo da insulina e das catecolaminas
gue podem ser responsaveis pelo controle dos sistemas proteoliticos e da expressdo dos

atrogenes. Modificado de Baviera et al., 2009.
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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