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RESUMO

Silva LH. Efeito do agonista B-adrenérgico formoterol na regeneracdo muscular de
ratos idosos. [dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2011.

Mdsculos esqueléticos de ratos idosos apresentam uma reduzida capacidade de se
regenerar apos lesdo. No presente estudo, nds langcamos a hipdtese de que a estimulacao
farmacoldgica de adrenoceptores B, em masculos de ratos idosos lesados poderia
melhorar a regeneracdo destes. Ratos jovens e idosos foram tratados com injecao
subcutinea do agonista Bp-adrenérgico formoterol (2 pg/kg/dia) durante 10 e 21 dias
apos lesdo do musculo séleo. Os musculos de ratos idosos lesados e tratados com
formoterol por 10 e 21 dias apresentaram menor processo inflamatério e fibras
musculares em regeneracdo com maior calibre quando comparados aos musculos apenas
lesados. O tratamento com formoterol preveniu a queda da forca tetanica e aumentou a
sintese de proteinas e a fosforilagdo de mTOR em musculos de ratos idosos lesados e
avaliados apdés 10 dias. Nossos resultados sugerem que o formoterol melhora a
capacidade regenerativa estrutural e funcional dos musculos esqueléticos de ratos
idosos, e que esse efeito € mediado pelo aumento da sintese proteica através da ativacao
de mTOR.

Palavras-chave: Musculo esquelético. Regeneracao. Envelhecimento. Adrenoceptores.



ABSTRACT

SILVA LH. Effect of the p,-adrenoceptor agonist formoterol on skeletal muscle
regeneration of aged rats [Masters thesis (Science)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo, 2011.

Skeletal muscles from old rats fail to completely regenerate following injury. In the
present work, we hypothesized that pharmacological stimulation of f2-adrenoceptors in
aged muscles following injury could improve their regenerative capacity. Young and
aged rats were treated with a subcutaneous injection of 32-adrenergic agonist formoterol
(2 pg/kg/day) up to 10 and 21 days after soleus muscle injury. Formoterol-treated
muscles from old rats evaluated at 10 and 21 days post-injury showed reduced
inflammation and regenerating myofibers of greater caliber when compared to their
injured controls. Formoterol minimized the decrease in tetanic force and increased
protein synthesis and mTOR phosphorylation in old muscles at 10 days post-injury. Our
results suggest that formoterol improves structural and functional regenerative capacity
of regenerating skeletal muscles from aged rats by increasing protein synthesis via
mTOR activation.

Key words: Skeletal muscle. Regeneration. Aging. Adrenoceptor.



INTRODUCAO

Caracteristicas gerais do tecido muscular esquelético

O tecido muscular esquelético corresponde de 40 a 60% de toda a massa
corporal, é responsavel pela sustentacdo e movimento coordenado do corpo, além de
auxiliar na manutencdo da unido das pecas Osseas e na determinacdo de posicdes e
postura do esqueleto (Junqueira e Carneiro, 2008; Lieber, 2002; Ten Broek et al., 2010).
O masculo esquelético é composto por feixes de células de formato poligonal e
alongado sendo denominadas de fibras musculares. As fibras musculares séo originadas
atraves da fus@o de mioblastos e devido a isso sdo multinucleadas, sendo que 0s seus
nucleos estdo localizados em sua periferia (Grefte et al., 2007; Junqueira e Carneiro,
2008). As fibras musculares sdo organizadas em grupos de feixes (fasciculos), e sdo
envolvidas por trés camadas de tecido conjuntivo: epimisio, perimisio e endomisio. O
epimisio envolve todo o masculo esquelético, o perimisio envolve os fasciculos e cada
fibra muscular é circundada pelo endomisio, o qual é formado pela lamina basal da fibra
muscular associada a fibras reticulares, deste modo o tecido conjuntivo tem a fungéo de
manter unidas as fibras musculares, permitindo que a contracdo gerada por cada fibra
muscular ocorra de forma homogénea e seja transmitida para os tenddes e ossos (Grefte
et al., 2007; Junqueira e Carneiro, 2008).

O citoplasma da fibra muscular é preenchido por miofibrilas que séo estruturas
cilindricas de cerca de 1 a 2 um de didmetro (Junqueira e Carneiro, 2008). As
miofibrilas estdo dispostas ao longo de toda fibra muscular e apresentam um padrao de
estriamento devido a presenca de bandas claras e escuras alternadas. As bandas claras
sdo denominadas de bandas I, isotrépicas, enquanto as escuras denominam-se bandas A,
anisotrépicas (Junqueira e Carneiro, 2008; Macintosh et al., 2006). No centro de cada
banda A, observa-se uma banda H e no centro de cada banda I, nota-se uma linha
transversal escura, a linha Z (Junqueira e Carneiro, 2008; Maclntosh et al., 2006). A
regido entre duas linhas Z é denominada de sarcomero, a unidade funcional contratil do
musculo esquelético (Lieber, 2002). Os sarcomeros sdo formados por miofilamentos
contrateis, cujos principais sdo: actina, miosina, troponina e tropomiosina (Jungueira e
Carneiro, 2008). A actina é um filamento fino que apresenta uma estrutura helicoidal
formado por duas cadeias simples de monémeros torcidas uma sobre a outra, em hélice

dupla (Junqueira e Carneiro, 2008). Os filamentos de actina estdo localizados



perpendicularmente em cada lado da linha Z, apresentando polaridades opostas, e se
estendem até a semibanda A (Junqueira e Carneiro, 2008; Maclntosh et al., 2006). A
miosina é o filamento mais espesso presente no sarcémero e esta localizada na banda
anisotropica (Junqueira e Carneiro, 2008; Maclntosh et al., 2006). A estrutura molecular
da miosina compreende duas porcdes principais: a cabeca globular em que ha sitios de
ligacdo para ATP e para actina; e a cauda que é responsavel por se ligar a outras caudas
de outras moléculas de miosina para formar os filamentos grossos. Esses filamentos
grossos sdo constituidos de cerca de 300 moléculas de miosina rearranjadas de forma a
deixar as cabecas globulares em direcGes opostas, tal posicionamento garante a
interacdo da miosina com a actina (Lieber, 2002; Maclntosh et al., 2006).

A tropomiosina é uma proteina formada por duas cadeias polipeptidicas que se
encontram na superficie do filamento de actina e esta associada as varias moleculas de
troponina (Tn) que também estd localizada ao longo do filamento de actina (Lieber,
2002; Maclntosh et al., 2006). A Tn é formada por trés subunidades que s&o
denominadas de acordo com 0s compostos que estas interagem ou com as fungdes que
estas exercem: a troponina-T (Tn-T) liga a troponina a tropomiosina e forma o
complexo troponina-tropomiosina, a troponina-C (Tn-C) que tem afinidade pelos ions
calcio e a troponina-1 (Tn-I) que se liga a actina quando ndo ha calcio presente, assim,
exercendo uma funcao inibitdria a interacdo da tropomiosina com a actina (Ferrante et
al., 2011;Macintosh et al., 2006; Schoenfeld, 2010; Wei e Jin, 2011). A contracdo
muscular é controlada pelo sistema nervoso central através da unidade motora que é
constituida pela célula nervosa especializada (o neur6nio motor) e as fibras musculares
que esta inerva (Lieber, 2002; Macintosh et al., 2006). O neurdnio motor é composto
por corpo celular (soma), dendritos que recebem sinais de outros neurbnios, e 0s
axonios que enviam impulsos nervosos (potenciais de acdo) para as fibras musculares e
assim, desencadeiam a contracdo muscular (Lieber, 2002; Maclntosh et al., 2006). O
potencial de acdo é caracterizado pela despolarizacdo do neurénio motor que inerva as
fibras musculares. A despolarizagio consiste na entrada de ions de sodio (Na*) no meio
intracelular, consequentemente ocorre a inversdo da polaridade da célula que torna o seu
meio intracelular positivo e o extracelular negativo (Maclntosh et al., 2006). O neurdnio
motor despolarizado secreta neurotransmissores, tais como acetilcolina, que se ligam
aos seus receptores pos-sinapticos localizados no sarcolema das fibras musculares, essa
ligagdo acarreta na despolarizacdo também do sarcolema das fibras musculares e na

propagacao do potencial de a¢do ao longo das fibras musculares (Lieber, 2002).



A conducgédo do potencial de agdo nas fibras musculares induz a liberagdo de
calcio presente no reticulo sarcoplasmatico para o meio intracelular (Lieber, 2002). O
célcio liberado se associa a troponina, alterando o complexo troponina-tropomiosina,
assim a tropomiosina é empurrada para dentro da hélice de actina (Lieber, 2002;
Maclntosh et al., 2006). Desta forma, a actina fica disponivel para interagir com a
cabeca das moléculas de miosina. A miosina se liga fortemente a actina, e ocorre o
deslizamento da actina sobre a miosina, acarretando no encurtamento do sarcomero
(Junqueira e Carneiro, 2008). Quando o impulso nervoso cessa, o calcio é bombeado de
volta para o reticulo sarcoplasmatico pela acdo da ATPase (proteina presente na
membrana do reticulo sarcoplasméatico) com o gasto de energia, consequentemente a
interacdo da actina com a miosina e desfeita, acarretando no relaxamento da fibra
muscular (Lieber, 2002).

Apesar das fibras musculares possuirem as mesmas caracteristicas basicas
anteriormente mencionadas, elas possuem diferentes propriedades contrateis e
metabolicas, e dessa forma, séo classificadas em diferentes tipos de fibras musculares
(Lieber, 2002). De maneira geral, as fibras musculares podem ser classificadas em
fibras do tipo I, tipo Ila e 11b (Lieber, 2002; MaciIntosh et al., 2006). Fibras musculares
do tipo I sdo de contracdo lenta, possuem uma alta vascularizagdo, maior quantidade de
mitocéndrias e de mioglobina, além de um metabolismo oxidativo que lhes garantem
maior resisténcia a fadiga (Ciciliot e Schiaffino, 2010; Lieber, 2002). Enquanto que as
fibras musculares do tipo Ilb sdo de contragdo rapida, possuem menor vascularizagéo,
menor quantidade de mitocondrias e mioglobina, o metabolismo € predominantemente
glicolitico, sendo assim, sdo menos resistentes a fadiga (Ciciliot e Schiaffino, 2010). As
fibras musculares que apresentam caracteristicas intermediarias a esses dois tipos de
fibras sdo as do tipo Illa que possuem uma quantidade moderada de mitocéndrias e
mioglobinas, e seu metabolismo é misto, sendo ambos os metabolismos importantes
nesta fibra muscular (Ciciliot e Schiaffino, 2010; Lieber, 2002; Maclntosh et al., 2006).

O musculo esquelético possui uma notavel capacidade em se adaptar a diferentes
situacbes (Karagounis e Hawley, 2010; LeBrasseur et al., 2011; Pette e Staron, 2000).
Quando ha auséncia ou diminuicdo de mobilidade muscular, como por exemplo, em
situacdes de imobilizacdo ou longos periodos de repouso em leito, ocorre atrofia do
musculo esquelético que é caracterizada pela reducdo da massa muscular indicada pela
diminuicdo da area de seccdo transversal das fibras musculares e consequente

diminuicdo da forgca muscular (Cassano et al., 2009; Jackman e Kandarian, 2004;



Lieber, 2002; Murphy et al., 2011). Na ocorréncia de estimulos que exigem uma maior
demanda do musculo esquelético, como por exemplo, a sobrecarga mecénica induzida
pelo treinamento de forca (Matsakas e Patel, 2009; Schoenfeld, 2010) ou pela remocéo
de musculos sinergistas (Pehme et al., 2004), ocorre a hipertrofia muscular que €
caracterizada pelo aumento da area de seccdo transversal das fibras musculares e
consequente aumento da for¢a muscular (Matsakas e Patel, 2009; Schoenfeld, 2010).
Outra adaptacdo que o musculo esquelético pode sofrer é a conversao gradual dos tipos
de fibras musculares desencadeada pela presenca ou auséncia de estimulos. Na presenca
de estimulos como, por exemplo, o treinamento aerdbio as fibras musculares do tipo I1b
sofrem conversdo gradual em dire¢do as fibras do tipo I; na auséncia de estimulos como
no caso do desuso do musculo esquelético, as fibras musculares do tipo | sofrem
conversao gradual em direcdo as fibras do tipo I1b, ou seja, tornam-se menos resistentes
a fadiga (Tiidus, 2008). Frente a uma lesdo, o0 musculo esquelético também apresenta
uma resposta adaptativa na tentativa de recuperar a sua estrutura e fungdo acometidas.

Esse processo € denominado regenera¢do muscular e sera caracterizado a seguir.

Regeneracdo do musculo esquelético

O processo de regeneracdo muscular esquelética é desencadeado a partir de um
estimulo lesivo que pode ser de natureza: quimica, como, por exemplo, toxinas de
serpentes (Conte et al., 2008; Salvini et al.,, 2001); mecénica, como no caso de
distensdes ou laceracdes durante a atividade fisica (Jarvinen et al., 2005); térmica como,
por exemplo, a exposicdo do musculo esquelético a altas temperaturas o que pode
causar queimadura (Sugita et al., 2011) ou a baixas temperaturas 0 que pode causar
congelamento (Baptista et al., 2011; Miyabara et al., 2010). Ap6s o0 processo lesivo,
ocorre a ruptura do sarcolema da fibra muscular e aumento da permeabilidade celular
(Grefte et al., 2007; Jarvinen et al., 2005). A mudanca na permeabilidade do sarcolema
acarreta no aumento do influxo de calcio para o meio intracelular o que desencadeia
protedlise calcio-dependente, que caracteriza a necrose das fibras musculares lesadas
(Ciciliot e Schiaffino, 2010; Grefte et al., 2007; Loell e Lundberg, 2011).

Os vasos sanguineos localizados ao longo das fibras musculares também séo
lesados 0 que possibilita a migracdo de células inflamatérias para o local da leséo das
fibras musculares (Grefte et al., 2007; Jarvinen et al., 2005). As principais células

inflamatdrias que invadem o local da lesdo sdo neutrofilos e macrofagos (Jarvinen et al.,



2007). Aproximadamente duas horas apos a lesdo, os neutr6filos comegcam a chegar ao
local da lesdo (Tiidus, 2008) e sdo responsaveis por secretar citocinas pré-inflamatorias,
além disso, os neutrofilos auxiliam na degradagdo de debris celulares (Carosio et al.,
2011; Tidball, 2005) . A quantidade de neutr6filos comeca a declinar apds 24 h e
concomitantemente ocorre um aumento gradual da entrada de macré6fagos no sitio da
lesdo (Smith et al., 2008; Tiidus, 2008). Os macréfagos removem os debris celulares e
liberam citocinas que sdo capazes de ativar as células satélites (Ciciliot e Schiaffino,
2010; Filippin et al., 2011; Serrano e Canoves, 2010; Smith et al., 2008). As células
satélites sdo células mononucleadas e indiferenciadas e estdo localizadas no muasculo
esquelético adulto em estado quiescente entre a lamina basal e o sarcolema da fibra
muscular (Grounds e Yablonka-Reuveni, 1993; Muir et al., 1965; Schultz e
McCormick, 1994), quando ativadas estas células se proliferam e posteriormente se
diferenciam. Ocorre, entdo, a fusdo dessas células a fibra muscular, o que recompde as
fibras musculares lesadas (Hawke e Garry, 2001; Wozniak et al., 2005).

Além das citocinas, outros fatores sdo responsaveis pela ativacdo das células
satélites, alguns exemplos sdo o fator de crescimento de fibroblastos (fibroblast growth
factor; FGF), fator de crescimento e transformacéo (transforming growth factor; TGF),
neurotransmissores, fator de crescimento de hepatocitos (hepatocyte growth factor;
HGF), 6xido nitrico (NO) e os fatores semelhantes a insulina | e 11 (insulin-like growth
factor-I e insulin-like growth factor-11; IGF-1 e IGF-11) (Carosio et al., 2011; Grefte et
al., 2007). A expressdo de IGF-I aumenta durante os processos de regeneracdo e
hipertrofia da fibra muscular, e além de ativar as células satélites, o IGF-1 promove a
ativacdo da via de sinalizacdo do complexo alvo da rapamicina em mamiferos 1
(mammalian target of rapamycin complex 1; mTORC1) que é uma importante via
responsavel pela inducéo da hipertrofia muscular através da sintese protéica (Ciciliot e
Schiaffino, 2010). Além disso, o IGF-I também esta envolvido na inducdo e modulacao
dos fatores regulatorios miogénicos (MRFs) da familia helix-loop-helix; ou seja, o fator
de determinacdo miogénica (myogenic determination factor, Myo-D), o fator miogénico
5 (myogenic factor 5, Myf-5), a miogenina e o fator regulatério miogénico 4 (myogenic
regulatory factor 4, MRF4); que participam de diversas etapas do processo regenerativo
muscular (Carosio et al., 2011; Ciciliot e Schiaffino, 2010).

Quando hd uma lesdo no musculo esquelético, a expressdo de MRFs aumenta
nas células satélites e sua ativacdo é controlada principalmente pelos fatores de

transcricdo Pax3, Pax7 e Myf5 (Grefte et al., 2007). Quando ativadas, as células



satélites apresentam as expressdes de MyoD e Myf5 aumentadas, assim essas células se
proliferam e aumentam o ndmero de células precursoras (mioblastos) do masculo
(Ciciliot e Schiaffino, 2010; Grefte et al., 2007; Tiidus, 2008) . A concomitante redugéo
de Pax3 e Pax7 e o aumento dos fatores de transcricdo miogenina e MRF4
proporcionam a diferenciacdo terminal dos mioblastos durante o processo regenerativo
do masculo (Grefte et al., 2007). A diferenciagdo terminal dos mioblastos é
caracterizada pela fusdo destes para formar miotubos que recompdem partes ou grandes
extensdes das fibras musculares previamente lesadas (Ciciliot e Schiaffino, 2010; Grefte
et al., 2007; Tiidus, 2008).

Com o avanco da idade ocorre perda gradual da massa muscular e um marcante
deéficit do potencial regenerativo da musculatura esquelética em idosos. Os efeitos do
envelhecimento sobre a musculatura esquelética bem como as suas repercussdes sobre o

processo regenerativo muscular serdo abordados a seguir.

Efeitos do envelhecimento sobre a musculatura esquelética e suas

repercussc")es No pProcesso regenerativo muscular

A medida que a expectativa de vida vem aumentando significativamente nas
Gltimas décadas, torna-se cada vez mais importante aprofundar os conhecimentos a
respeito dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no envelhecimento do
sistema muscular, cuja integridade é fundamental para a qualidade de vida. Com o
avanco da idade ocorre a sarcopenia caracterizada pela diminuicdo progressiva da massa
muscular (aproximadamente 10% de perda a cada 10 anos a partir dos 50 anos) (Buford
et al., 2010; Janssen, 2010; Lexell et al., 1988) devido a perda de fibras musculares e a
diminuicdo da area de seccdo transversal das fibras musculares, principalmente das
fibras do tipo Il (Degens, 2007; Narici e Maffulli, 2010). A diminui¢do do nimero de
fibras musculares e da area de seccdo transversal das fibras restantes tem sido associada
a degeneracdo progressiva dos neurdnios motores, principalmente os que inervam as
fibras musculares do tipo Il (Degens, 2007; Marzetti e Leeuwenburgh, 2006). A
apoptose também é outro processo responsavel pela perda de fibras do tecido muscular
idoso, embora ainda ndo esteja bem estabelecido qual o real mecanismo desencadeado
para contribuigéo desta na sarcopenia (Buford et al., 2010; Narici e Maffulli, 2010).

A sarcopenia pode ser desencadeada por fatores extrinsecos como a redugéo da

pratica da atividade fisica e diminui¢do da nutricdo. Além disso, a sarcopenia pode ser
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causada por fatores intrinsecos caracterizados pelas mudancgas celulares e sistémicas que
ocorrem durante o envelhecimento como o aumento do estresse oxidativo que pode
levar ao acimulo de radicais livres (Buford et al., 2010; Lynch, 2011); o aumento de
citocinas pro-inflamatorias como o fator alfa de necrose tumoral (tumor necrosis factor
alpha, TNFa) que esta envolvido no processo de proteolise muscular (Combaret et al.,
2009; Ryall et al., 2008a); a reducdo na producdo de hormdnios anabdlicos como a
testosterona, o hormonio de crescimento (growth hormone, GH) e IGF-1 (Buford et al.,
2010; Ryall e Lynch, 2008) ; a reducéo da sensibilidade a insulina (Buford et al., 2010;
Ryall et al., 2008a) ; e o acimulo de tecido conjuntivo e de gordura intramuscular
(tecidos ndo contréateis) (Ryall et al., 2008a). Consequentemente, a sarcopenia pode
acarretar no déficit de forca muscular, limitacdo de movimento, diminuicdo da resposta
imunologica e aumento da susceptibilidade as lesdes (Adamo e Farrar, 2006; Giresi et
al., 2005; Newsholme et al., 1996, 2003).

Estudos recentes tém descrito outra caracteristica que a musculatura esquelética
idosa apresenta e que pode estar minimamente associada com a sarcopenia, a dinapenia
(Clarck e Fielding, 2011; Manini e Clarck, 2011). A dinapenia € caracterizada pela
reducdo da forca muscular ao longo da idade que pode estar relacionada a um déficit na
ativacdo neural, além disso, a contracdo muscular pode estar prejudicada devido as
alteracdes que ocorrem nas proteinas contrateis e aumento da infiltracdo de tecidos ndo
contrateis (tecido conjuntivo e tecido adiposo) (Clarck e Fielding, 2011; Manini e
Clarck, 2011). Esta caracteristica também contribui para que o individuo idoso
apresente uma reducdo da mobilidade e uma maior suceptibilidade a lesdes, o que
diminui a qualidade de vida (Clarck e Fielding, 2011; Manini e Clarck, 2011).

Uma das principais alteracdes decorrentes do envelhecimento é o declinio da
capacidade regenerativa muscular (Grounds, 1998; Welle, 2002), entretanto 0s
mecanismos intracelulares envolvidos nesse processo ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Tém sido descrito que com o avanco da idade ocorre uma reducdo gradual
do numero de células satélites, entretanto ha estudos que relatam resultados divergentes
a essa informacdo (Carosio et al., 2011; Ciciliot e Schiaffino, 2010). Além disso, a
reducdo da capacidade regenerativa do idoso tem sido associada a um déficit no
potencial proliferativo das células satélites (Ciciliot e Schiaffino, 2010; Schultz e
Lipton, 1982), devido a reduzida ativacdo da via de sinalizacdo Notch (Buford et al.,
2010; Conboy et al., 2003; Ryall et al., 2008a), a qual esta envolvida na regulacdo da

ativacdo e proliferacdo das células satélites e determinacdo de linhagem celular (Buford
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et al., 2010; Conboy e Rando, 2002). A deprimida resposta regenerativa muscular em
idosos também estd relacionada a diminuicdo da capacidade de reganho de massa
muscular e de hipertrofia (Alway et al., 2002; Faulkner et al., 1990; Pattison et al.,
2003). Nesse sentido, a quantidade elevada de citocinas inflamatorias como TNFa
promovem a diminui¢do de hormonios de crescimento como o IGF-1 envolvidos com a
sinalizacdo de elementos que promovem 0 aumento de sintese protéica (Degens, 2007).
Além disso, tem sido descrito que a minimizacdo do ganho de massa muscular em ratos
idosos apds sobrecarga mecénica é resultante da ativacdo prejudicada de elementos
pertencentes a vias de traducdo, como € o caso da kinase mTOR (mammalian target of
rapamycin) e de seus alvos S6K (70 kDa ribosomal protein S6 kinase) e 4EBP1
(eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1) (Thomson e Gordon, 2006).

Diante do aumento da expectativa de vida e da importancia da integridade
muscular para a manutencdo da qualidade de vida, torna-se cada vez maior o interesse
na investigacao de estratégias terapéuticas capazes de minimizar os efeitos deletérios do
envelhecimento sobre musculatura esquelética. Dessa forma, o estudo de possiveis
agentes terapéuticos na atenuacdo do deficit regenerativo muscular em idosos ainda é
pouco explorado. Bons candidatos seriam os agonistas ,-adrenérgicos sintéticos, como
é 0 caso, por exemplo, do clembuterol e do salbutamol e mais recentemente da nova
geracdo de agonistas P, como o formoterol e o salmeterol (Ryall et al., 2008b), por
serem agentes anabolicos capazes de maximizar a recuperacdo do tamanho das fibras
musculares em regeneracdo, acarretando na melhora da estrutura e consequente funcédo
de musculos jovens.

A seguir, sera apresentada uma introducdo sobre os receptores Po-adrenérgicos
no musculo esquelético ¢ os principais efeitos da estimulagao [,-adrenérgica na

musculatura esquelética.

Adrenoceptores f, no musculo esquelético

O sistema nervoso simpatico compreende basicamente duas moléculas de
sinalizacdo principais, as catecolaminas: adrenalina (epinefrina) e noradrenalina
(norepinefrina) (Lynch e Ryall, 2008). A adrenalina é produzida e liberada pelas
glandulas adrenais, e a noradrenalina é produzida e liberada também pela adrenal e
pelos axdnios dos nervos apos a estimulagdo com acetilcolina (Lynch e Ryall, 2008). A

ligagdo de uma dessas moléculas em um adrenoceptor desencadeia uma determinada
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resposta, dependendo do subtipo do adrenoceptor ligado (Lynch e Ryall, 2008). Os
adrenoceptores foram inicialmente classificados em 2 subgrupos principais, alfa (a) e
beta (B) e, atualmente pelo menos 9 subtipos de adrenoceptores sdo conhecidos (6
subtipos a: 01a, OB, 01D, O2A, O2p € O2c. 3 subtipos B: B1, P2 € P3), 0S quais estdo
localizados em diferentes proporgdes nos diversos tecidos do organismo (Dunser e
Hasibeder, 2009; Lynch e Ryall, 2008). O musculo esquelético contém maior densidade
de adrenoceptores B, em que se predomina o subtipo B, principalmente nos musculos
de contracdo lenta em que h&d maior densidade desse subtipo quando comparados aos
musculos de contracdo rapida (Beitzel et al., 2004; Lynch, 2011).

Os adrenoceptores pertencem a familia de receptores, com 7 dominios
transmembréanicos, acoplados a proteina G (guanine nucleotide-binding G protein-
coupled receptor, familia de GPCR), esta tltima é composta por 3 subunidades (Ga,
GB, e Gy) e se localiza no espago intracelular (Figura 1), sendo capaz de interagir
com a regido intracelular dos adrenoceptores (Dunser e Hasibeder, 2009; Leineweber
e Heusch, 2009; Lynch, 2011; Lynch e Ryall, 2008). As subunidades P e vy da proteina
G (GPy) formam um dimero que permanece ligado a regido intracelular da membrana
plasmatica e a subunidade a da proteina G (Ga), em seu estado inativo, formam a
proteina heterotrimérica Gafy (Lynch, 2011; Lynch e Ryall, 2008) (Figura 1). A
ativacdo de um adrenoceptor [, através de sua ligacdo a um agonista, resulta na
mudanca conformacional de sua regido intracelular e na exposicdo de seus sitios
de ligacdo a proteina G, fazendo com que esta se associe a sua terceira alca intracelular
(Figura 2). Esta associagao resulta na substituicdo de um GDP ligado a Ga. por um GTP,
o que consequentemente desencadeia a dissocia¢do da subunidade Ga (ligada ao GTP)
do dimero GBy (Lynch, 2011; Lynch e Ryall, 2008) (Figura 2). A partir dai, ambas Ga-

GTP e Gy, sdo capazes de ativar diferentes cascatas de sinalizag&o.
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Figura 1 - Representacdo dos elementos da via de sinalizagdo [.adrenérgica
localizados no sarcolema.

Adrenoceptor B, com sete dominios transmembranicos, uma terminacdo NH, extracelular e uma
terminacdo COOH intracelular; Proteina G representada por suas subnidades a, B, y localizada na porg¢ao
intracelular do sarcolema; Enzima transmembranica adenilil ciclase (AC) com dois dominios hidrofébicos
transmembranicos e dois dominios cataliticos citoplasmaticos.

FONTE: Adaptado de Lynch e Ryall (2008).

A subunidade Ga pode ser dividida em 4 familias principais: Gas, Gai, Gag €
Gayz. Os adrenoceptores [ acoplam-se predominantemente a Gos € a Gaj, as quais estdo
envolvidas na ativacdo e na inibicdo da adenilil ciclase (AC), respectivamente (Lynch e
Ryall, 2008; Lynch, 2011). A AC € uma enzima transmembranica responsavel por
converter adenosina trifosfato (ATP) em adenosina monofosfato ciclico (AMPc), que
por sua vez ativa varias moléculas efetoras, dentre as quais podemos destacar a proteina
kinase A (PKA), as quais estdo envolvidas em uma série de processos, tais como na
regulacdo do ciclo celular, na proliferacdo e diferenciacdo celular e na regulacdo dos
mecanismos de transporte intracelular (Tasken e Aandahl, 2004) (Figura 2).

A via Gos-AC-AMPc (Figura 2) ¢ considerada a via de sinalizagdo [,-
adrenérgica classica, por ser a mais bem caracterizada e é responsavel pelo menos
parcialmente pela hipertrofia muscular esquelética induzida pela ativacdo Po-
adrenérgica através da estimulacdo de vias indutoras de sintese protéica (Hinkle et al.,
2002; Navegantes et al., 2002). Além disso, como citado anteriormente, o dimero Gy
também é capaz de ativar vias independentes de AMPc, como é o caso da via
PIBK/AKT (phosphoinositol 3-kinase/AKT) (Figura 3), uma importante reguladora
do trofismo muscular (Bodine et al., 2001; Rommel et al., 2001). Foram descritas trés
diferentes isoformas de AKT (também conhecida como Proteina Kinase B - PKB),

porém no musculo esquelético a isoforma predominante é o AKT1 (Nader et al., 2005).
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Uma vez ativada por Gfy, a PI3K ¢é capaz de fosforilar PIP2 (phospholipid
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate), gerar  PIP3  (phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate) e criar sitios de ligacdo para a serina/treonina kinase AKT e para
PDK (3'- phosphoinositide-dependent protein kinase 1) na membrana celular
(Lopez-llasaca et al., 1997) (Figura 3). Em seguida PDK fosforila AKT (Lopez-llasaca
et al., 1997) (Figura 3).

Figura 2 - Representacdo da via de sinaliza¢do B,-adrenérgica classica: Gas-AC-AMPC.

ATP - - - ADP

EPAC ~— AMPc

4 MEK/ ERK l
Proliferagio S l
Diferenciagio =
Diminuig3o de agpoptose Rap 1 PKA

Aumentode " A
sintese protéica s l
7 calpaina
%/__/
\ PI3K
Diminuia

protedlise

A ativacdo do adrenoceptor B, ocorre através da ligagdo do agonista no sitio de ligacdo do receptor, que
resulta na associacdo da subunidade a da proteina G no sitio de fosforilagdo do receptor. Essa associagdo
deve-se a substitui¢io de GDP por GTP da proteina Ga. o que acarreta numa mudanca conformacional da
estrutura heterotrimérica desta proteina, desencadeando a cascata de sinalizacdo representada. A referida
associacgao ativa adenilil ciclase que converte ATP em AMPc, e este ativa a proteina kinase A (protein
kinase A, PKA), proteina esta que estd envolvida na redugdo da protedlise muscular. O AMPc também
ativa a proteina de troca diretamente ativada por AMPc (exchange protein directly activated by cAMP,
EPAC) responsavel por ativar a proteina Rapl, sendo estas duas proteinas associadas ao aumento de
sintese protéica.

FONTE: Adaptado de Lynch e Ryall (2008).
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Vérias vias dependentes de AKT sdo ativadas no musculo esquelético apos a
estimulagdo B,-adrenérgica, culminando predominantemente na inducdo de hipertrofia
muscular (Lynch, 2011; Lynch e Ryall, 2008). Um estudo demonstrou que a
estimulagdo [p-adrenérgica resulta na fosforilacdo de AKT e subsequente ativacdo de
mMTOR (mammalian target of rapamycin) (Kline et al., 2007), uma kinase que possui
papel essencial na determinacdo de hipertrofia muscular (Bodine et al., 2001;
Rommel et al., 2001) (Figura 3). E bem estabelecida a associagdo de mTOR a raptor
(regulatory associated protein of mTOR) e GBL (G protein S-subunit-like protein)
formando o complexo mMTORC1 (mTOR-raptor-GBL), cujos alvos sao S6K (70 kDa
ribosomal protein S6 Kkinase) e 4EBP1 (eukaryotic initiation factor 4E-binding
protein 1) (Bodine et al 2001; Rommel et al 2001) (Figura 3). Uma vez ativada pelo
mMTORCL, a S6K induz traducéo através da fosforilagdo do polipeptideo ribossémico
(Bolster et al., 2004; Hara et al., 1998). Outra forma pela qual o0 mTORC1 induz
traducdo € através da fosforilagcdo inibitoria do 4EBP1 (regulador negativo do fator
de iniciacdo da traducdo eif4E; euchariotic initiation factor 4E) (Hara et al., 1997)
(Figura 3).
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Figura 3 - Representagdo da via de sinalizagdo ndo classica f3,.adrenérgica: PI3K/AKT.
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O dimero Gfy pode ativar PI3K que fosforila a PIP2 ligada a membrana plasmatica e gera PIP3, criando

sitios de ligagdo na membrana celular para a serina/treonina kinase AKT e para PDK. PDK fosforila AKT
que resulta na ativagdo de mTOR que se associa a raptor ¢ GBL formando o complexo mTORCI1. S6K e
4EBP1 séo alvos de mTORC1, a ativacdo de S6K e a inibicdo de 4EBP1 culmina no aumento de sintese
protéica. AKT também atua inativando o fator glicogénio sintase quinase 3 (glycogen synthase kinase
3B, GSK3pB) que acarreta na expressdo do fator de iniciacdo eucariotico eiF2B favorecendo a sintese
protéica. AKT fosforila o fator de transcricdo forkhead box O transcription (FOXO), o que ibine a ac¢éo
deste na ativacdo de genes envolvidos na degradacdo protéica como muRF1 e atrogina-1, também ¢é
inibido pela ativacdo de AKT.

FONTE: Adaptado de Lynch e Ryall et.al., 2008.

Outros fatores controladores do trofismo muscular e influenciados por AKT
incluem glicogénio sintase quinase 3 (glycogen synthase kinase 3f; GSK3[) (Bodine et
al., 2001) e fator de transcri¢do forkhead box O (forkhead Box O transcription factors;
FOXO) (Furuyama et al., 2002). GSK3p ¢ um regulador negativo da traducdo de
proteina e expressao génica, é fosforilado e subsequentemente inativado por AKT o que
resulta numa expressdo da forma negativa de GSK3f. O fator GSK3 normalmente atua

inibindo a da tradugéo eiF2B (euchariotic initiation factor 2B) e quando AKT o inativa,
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promove a sintese protéica (Bodine et al., 2001; Rommel et al., 2001). AKT também
favorece a sintese protéica através da inibicdo de FOXO (Figura 3), um fator de
transcricdo envolvido na ativacdo de genes indutores de degradacdo protéica, como € o
caso de atrogina-1 e muRF-1 (muscle ring finger-1) que sdo enzimas (ubiquitina-
ligases) envolvidas na principal via proteolitica do musculo esquelético, a via
ubiquitina-proteassoma (Gomes et al., 2001; Lecker et al., 2004) (Figura 4). Esta via é
composta de uma cascata de reacGes enzimaticas em que inicialmente, E1 (enzima
ativadora de ubiquitina) ativa a ubiquitina com gasto de ATP, E2 (enzima conjugadora
de ubiquitinas) conjuga as ubiquitinas em um complexo de poliubiquitinas e em
seguida, E3 (enzima ubiquitina-ligase) liga o complexo de poliubiquitinas a proteina-
alvo, que e reconhecida e degradada em pequenos peptidios pelo proteassoma 26S
(Jentsch, 1992) (Figura 4).

Figura 4 - Esquema representativo da via ubiquitina-proteassoma.
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12 etapa: E1 (enzima ativadora de ubiquitina) ativa a ubiquitina com gasto de ATP; 22 etapa: E2 (enzima
conjugadora de ubiquitinas) conjuga as ubiquitinas em um complexo de poliubiquitinas; 3% etapa: E3
(enzima ubiquitina-ligase) liga o complexo de poliubiquitinas a proteina-alvo; 4% etapa: o complexo de
poliubiquitinas associado a proteina alvo é reconhecido pelo proteassoma 26S; 52 etapa: O proteassoma
26S degrada a proteina alvo em pequenos peptideos.

FONTE: Adaptado de Lecker et al., 2004.
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O uso de agonistas sintéticos capazes de estimular a via B,-adrenérgica tem sido
estudado para testar os efeitos bioldgicos desses agonistas na musculatura esquelética.
Ja é bem estabelecido que os agonistas [-adrenérgicos, de uma forma geral, induzem
significativamente o0 aumento da massa muscular e, além disso, diminuem o contetdo
de gordura corporal, especialmente quando administrados sistemicamente e em altas
doses (Beitzel et al., 2004; Ryall et al., 2006). Estes efeitos tém atraido a indistria
alimenticia na tentativa de aumentar o contetido protéico da carne bovina (Sillence e
Matthews, 1994) e também de atletas com o intuito de acelerar o ganho de massa
muscular (Delbeke et al., 1995). O efeito da administragdo de agonistas [3,-adrenérgicos
no musculo esquelético tem sido investigado em diversas condi¢6es envolvendo a perda
de massa muscular como consequéncia da idade (Ryall et al., 2007) da caquexia
associada ao cancer e a AIDS (Fuster et al., 2007; Kenley et al., 2008), distrofias
musculares (Gehrig et al., 2010) da sepse, do desuso, da desnervacéo, da faléncia renal
crénica, da faléncia cardiaca, da doenca pulmonar obstrutiva crénica, entre outras (Ryall
et al., 2008a). Em muitas destas condigdes, os agonistas Bp-adrenergicos sdo capazes de
atenuar ou potencialmente reverter a atrofia e consequente fraqueza muscular (Lynch e
Ryall, 2008), possivelmente através dos mecanismos dependentes e independentes de
AMPc anteriormente explicitados. Além de seu efeito anabdlico e lipolitico, os
agonistas [,-adrenérgicos também induzem a conversdo de fibras musculares do tipo |
em fibras do tipo Il (Ciciliot e Schiaffino, 2010).

O papel de agonistas P,-adrenérgicos na regeneracdo muscular esquelética
também tem sido investigado, estudos tém mostrado que o tratamento com o agonista
B.-adrenérgico clembuterol em musculos jovens transplantados € capaz de antecipar a
proliferacdo de células satélites quando comparado aos muasculos apenas transplantados
(Roberts e McGeachie, 1992). Além disso, agonistas [-adrenérgicos seletivos e ndo
seletivos para a isoforma P2, também induzem o aumento do conteudo protéico e do
diametro das fibras musculares jovens em regeneracdo e consequente melhora funcional
(Ryall et al., 2008b). Embora os agonistas [,-adrenérgicos proporcionem melhora
estrutural e funcional do musculo esquelético jovem em regeneracdo, 0S mecanismos
intracelulares envolvidos nesses efeitos sdo pouco conhecidos.

Apesar dos seus efeitos benéficos sobre a musculatura esquelética, os agonistas
Bo-adrenérgicos possuem efeitos deletérios, dentre os quais se destaca a hipertrofia

cardiaca (Prather et al., 1995), os quais tém limitado o seu potencial terapéutico. Nesse
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sentido, uma nova geragdo de agonistas B-adrenérgicos sintéticos, como é o caso do
salmeterol e do formoterol, tem sido utilizada por ser mais seletiva aos adrenoceptores
B2 e mais potente quando comparada a velha geragdo de agonistas 2. Considerando-se
que diferentemente do musculo esquelético (onde se predominam os adrenoceptores [32)
o musculo cardiaco possui maior densidade de adrenoceptores 1, agonistas mais
seletivos a isoforma [, do adrenoceptor proporcionam menores efeitos deletérios ao
coracdo. De fato, doses menores (menores do que~25ug/Kg/dia) destes agonistas [
mais seletivos (formoterol e salmeterol) sdo capazes de induzir os mesmos efeitos
benéficos musculares causados por altas doses (acima de ~1000 pg/Kg/dia) dos
agonistas Pp-adrenérgicos da velha geracdo, sem causar prejuizos significativos ao
coracdo (Lynch e Ryall, 2008a ; Ryall et al., 2006). O formoterol (200-400 vezes mais
seletivo a isoforma B, do que a isoforma 1 do adrenoceptor) possui maior seletividade
ao adrenoceptor B, do que o salbutamol (droga pertencente a velha geracdo de
agonistas P-adrenéergicos; KD do formoterol=8,12 versus KD do salbutamol= 6,44) e
tem sido o agonista B,-adrenérgico da nova geracdo de efeito mais eficiente sobre o
musculo esquelético (Ryall et al., 2006). Foi verificado que o tratamento com baixas
doses de formoterol (1 pg/Kg/dia a 25 pg/kg/dia) sdo capazes de induzir hipertrofia
muscular significativa (Ryall et al., 2006) e também minimizar a perda de massa
muscular de ratos idosos (Ryall et al.,, 2007) sem causar hipertrofia cardiaca
significativa. Além disso, baixas doses deste mesmo agonista também melhoram tanto a
estrutura quanto a funcdo de fibras musculares de ratos adultos em regeneracdo (Ryall et
al., 2007).

Considerando-se que 1) apesar de se conhecer os efeitos benéficos dos
agonistas Pp-adrenérgicos sintéticos sobre a regeneragdo muscular em nivel
estrutural, os mecanismos intracelulares envolvidos nesse processo ainda estdo
pouco esclarecidos, e que 2) ainda ndo se conhece o possivel papel de agonistas
B2-adrenérgicos sobre a atenuacdo do déficit regenerativo muscular em individuos
idosos; esse estudo visa explorar o papel do agonista B-adrenérgico formoterol em
aspectos histolégicos, moleculares e funcionais da regenera¢do do musculo séleo de

ratos idosos.
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Justificativa e relevancia do estudo

Atualmente se reconhece a importancia da integridade da musculatura
esquelética para a manutencdo da qualidade de vida. Com o avanco da idade ocorre
perda gradual da massa muscular (Janssen, 2010; Lynch, 2011) e um marcante déficit
do potencial regenerativo da musculatura esquelética em idosos, fatores estes
relacionados com a sindrome da fragilidade senil (Topinkova, 2008), caracterizada pela
maior susceptibilidade a quedas e posterior imobilizacdo, menor capacidade de manter
as fungdes vitais, surgimento de doencas e mortalidade precoce (Topinkova, 2008).
Neste contexto, a melhor compreensdo da sinalizagdo [,-adrenérgica no mdsculo
esquelético de ratos idosos em regeneracao servira de base para a identificacdo de novos
alvos terapéuticos e para o desenvolvimento de novas estratégias no intuito de se
atenuar os efeitos deletérios do envelhecimento sobre a musculatura esquelética, em
especial o deéficit da capacidade regenerativa que acompanha muitas doencas, e
consequentemente contribuir para uma maior longevidade associada a uma melhor
qualidade de vida. Este estudo se prop6e a contribuir para o melhor entendimento dos
efeitos da estimulacdo p,-adrenérgica no musculo esquelético em regeneracdo e
investigar o possivel efeito benéfico do tratamento com o agonista (.- adrenérgico

formoterol em atenuar o déficit regenerativo muscular em ratos idosos.
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Conclusao

Nossos resultados demonstram que o tratamento com formoterol é capaz de
melhorar a regeneragédo estrutural e funcional do musculo soleo de ratos idosos. Além
disso, nosso estudo sugere que esse efeito benéfico do formoterol sobre a fibra muscular
de ratos idosos em regeneracdo é mediado pelo aumento da sintese protéica via ativagdo
de mTOR. Esses achados contribuem para a melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na estimulagdo [B,-adrenérgica no musculo esquelético e poderdo servir de
base para futuros estudos com intuito de melhorar a capacidade regenerativa da

musculatura esquelética de individuos idosos.
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