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Resumo

Introducado: A atrofia muscular é um problema de sadde publica, afetando atletas
e a populacdo em geral, tendo como causas conhecidas a imobilizacdo em doentes
acamados, a denervagdo, a lesdo muscular, a corticoterapia, a sepsis, o cancro, a
microgravidade, a imobilizacdo gessada e o envelhecimento, entre outras. A
imobilizacdo gessada é um dos métodos mais eficazes no desenvolvimento de
atrofia muscular no membro inferior, mimetizando condi¢des de patologias
ortopédicas. Apesar de os mecanismos subjacentes a atrofia muscular ainda ndo
estarem totalmente esclarecidos, pensa-se que as células satélite desempenham um
papel relevante nestes processos metabolicos. Com este trabalho, pretendemos
estudar o comportamento das células satélite na atrofia por imobilizacdo, bem
como o papel do exercicio aerébio na prevencdo e/ou reversio do processo
atréfico.
Objetivos: Este trabalho tem como principal objetivo estudar o comportamento das
células satélite na atrofia por imobilizagao, bem como o papel do exercicio aerébio
na prevencao e/ou reversao do processo atroéfico.
Materiais e Métodos: Foram randomizados 20 ratos Wistar adultos nos diversos
grupos em estudo: controlo (X); exercicio fisico (A); imobilizagdo (B); exercicio
fisico seguido de imobilizacdo (C) e imobilizacao seguida de exercicio fisico (D). O
periodo de imobilizacao foi de uma semana e o protocolo de exercicio fisico de 4
semanas. Foi realizada uma andlise macroscopica e histolégica dos musculos
gastrocnémios destes animais. De forma a avaliar o nimero e estadio das céulas
satélite, usou-se a técnica de imunohistoquimica com marca¢ao com os anticorpos

para o Pax-7, Myf-5 e c-met.

Resultados: A imobilizagdo, por si s6, induziu atrofia muscular. No entanto, a



atrofia foi mais acentuada no grupo de animais que tinham previamente feito
quatro semanas de exercicio aerdbio. Pela analise histoldgica, verificam-se novas
células nos musculos dos ratos submetidos a exercicio fisico (A) e exercicio fisico
com imobilizagdo (C). Através da andlise imunohistoquimica verifica-se que o
numero de células com marcagao (+) para o Pax-7 é tendencialmente maior no
grupo de animais que fizeram apenas exercicio (A) mas com uma expressao (+)
significativamente maior no grupo com imobilizacdo (B) em comparag¢do com o
grupo controlo (X) (p< 0,05). Porém, no grupo B, o nimero de células com marcagao
positiva para Myf-5 e c-met é menor que o grupo A. Nos grupos com exercicio e
imobiliza¢do antes ou apés (C e D) a positividade de células para pax-7 e Myf-5 ndo
difere do grupo controlo (X), no entanto ha um consideravel nimero de células
marcadas com C-Met contrariamente ao grupo controlo que ndo tem marcagdo para
este anticorpo.

Conclusodes: Os nosso resultados sugerem que um pré-condicionamento com
exercicio fisico em ratos imobilizados leva a um aumento da atrofia muscular e
estimula a regeneragdo muscular. A pratica de exercicio fisico ap6s atrofia estimula
a regeneracao muscular por um aumento da ativagao das células satélite. A atrofia
muscular leva a um aumento da ativacao das células satélite, devido ao processo

inflamatério gerado, mas sem proliferacao e diferenciacdo em novas fibras.

Palavras Chave: Musculo esquelético; Atrofia muscular; Células Satélite; Exercicio

Fisico; Imobiliza¢ao;



Abstract

Introduction: Nowadays, the value of mantainning muscular skeletal mass and
strength in people’s quality of life is fully acknowledged. Muscular atrophy is a
public health care problem, affecting both athlets and the general population. It has
known causes, such as immobilization in bedridden patients, denervation,
muscular lesion, corticotherapy, sepsis, cancer, micro-gravity, cast immobilization
and aging. Cast immobilization is one of the most effective methods for inducing
muscular athrophy in the inferior limbs, and mimicks orthopaedic pathologies. It is
thought that satellite cells play a relevant role in muscular athropy mecanisms,
although these are not completely understood nowadays. The aim of this work is to
study the behavior of satellite cells in muscular athrophy by immobilization, as well
as the role of aerobic exercice in the prevention and/or reversion of this athrofic
process.
Objectives: The main purpose of this work is to study the behavior of satellite cells
in athrophy induced by immobilization, as well as to study the role of aerobic exercise
in the prevention and/or reversion of the athrophic process.
Methodology: A group of 20 Wistar adult rats were randomized into various study
groups: Control group (X); Exercise group (A); Immobilization group (B); Exercise +
Immobilization (C); and Immobilization + Exercise (D). The immobilization period
comprised one week and the exercise protocol 4 weeks. A macroscopic and
histological analisys of the gastrocnemius muscle of these rats was performed. In
order to assess the number and status of satellite cells, antibodies against Pax-7, Myf-
5 and C-Met were used. These factors were identified and quantified by

immunohistochemical fluorescence.

Results: Immobilization, single-handedly, induced muscular athrophy (p< 0,05).



Nevertheless, athrophy was more intense in the group of rats which had previously
made 4 weeks of aerobic exercise (p< 0,01). New cells were seen by histological
analysis in the muscles of rats submitted to exercise (A) and exercise +
immobilization (C). Using immunohistochemical fluorescence, we could verify that
the number of cells marked (+) to Pax-7 is tendentially larger in group A (exercise),
but signifficantly higher in group B (immobilization), when comparing with the
control group (X) (p< 0,05). However, in group B, the number of cells marked
positive to Myf-5 and c-met is lower than in group A. In groups C and D (exercise plus
immobilization prior or after to exercise), the cells positive to Pax-7 and Myf-5 are
not diferente from the control group (X). Nevertheless, there is a considerable
ammount of cells marked for c-met, unlike the control group (X), which does not
present positive markers for this antibody.

Conclusions: Our results suggest that a pre-conditioning with physical exercise in
immobilized rats leads to an increase of muscular athrophy and stimulates muscle
regeneration. Exercise after muscle athrophy stimulates muscle regeneration due to
an increase in satellite cell activation. Muscle athropy leads to an increase of satellite
cell activation due to the inflammatory process that is generated, but without
proliferation or differentiation into new fibers.

Key words: Skeletal Muscle; Muscle Atrophy; Satellite Cells; Physical Exercice;

Immobilization;
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Acronimo, Siglas e Abreviaturas

ATP - Adenosina trifosfato (Adenosine triphosphate)

BSA - Albumina sérica salina (Bovine serum albumin)

DAPI - 4°,6-diamidino-2-fenil-indol (4°,6-diamidino-2-phenylindole)
Ex. - Exercicio Fisico

EWGSOP - Grupo de Trabalho Europeu sobre Sarcopenia em Idosos (European
Working Group on Sarcopenic in Older People)

FGF - Fator de crescimento fibroblastico (Fibroblast growth factor)
IGF - Fator de crescimento tipo insulina (Insulin-like growth factor)
Imob. - Imobilizacao

HE - Hematoxilina-eosina

HGF - Fator de crescimento hepatocitario (Hepatocyte growth factor)
IGF - Fator de crescimento tipo insulina (Insulin-like growth factor)

NCAM-1 - Molécula de adesao das células neuroldgicas 1 (Neural cell adhesion
molecule 1)

MAFbx - Muscle Atrophy F-box

MHC - Miosina de cadeia pesada (myosin heavy chain)

MFRs - Fatores de regulacdo miogénica (Myogenic regulatory factors)
MuRF1 - Muscle RING Finger 1

MyoD - Fator Miogénico D ( Myogenic factor D)

Myog - Fator Miogénico g ( Myogenic factor g)

Myf5 - Fator Miogénico 5 ( Myogenic factor 5)

Pax3 - Fator de transcri¢do 3 (paired box factor 3)

Pax7 - Fator de transcri¢do 7 (paired box factor 7)

PBS - Tampao fosfato salino (phosphate-buffered saline)



ROS- Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive oxygen species)
UV- Ultra-violeta

NCAM-1 - Molécula de adesao das células vasculares 1 (Vascular cell adhesion
molecule 1)



Introducao

Atualmente é reconhecido o papel da manuten¢do da massa muscular
esquelética na satde e qualidade de vida das pessoas. A atrofia muscular é um
problema de satude publica, afetando atletas e a populagdo em geral, tendo como
causas conhecidas a imobilizacido em doentes acamados, a denervacdo, a lesao
muscular, a corticoterapia, a sepsis, o cancro, a microgravidade, a imobilizacdo gessada
e o envelhecimento (Jagoe e Goldberg, 2001) (Bickel et al., 2003, Jorgensen e Jacobsen,
2001). A atrofia muscular pode ser induzida experimentalmente em animais utilizando
técnicas como a denervagao (Midrio, 2006), a imobilizacdo gessada (Frimel et al,,
2005), suspensdo caudal (Morey-Holton e Globus, 2002) e imobilizagdo com agrafo
(Caron et al., 2009). A imobilizacdo gessada é um dos métodos mais eficazes no
desenvolvimento de atrofia muscular no membro inferior, mimetizando condi¢ées de
patologias ortopédicas. Apesar de os mecanismos subjacentes a atrofia muscular ainda
ndo estarem totalmente esclarecidos, pensa-se que as células satélite desempenham
um papel relevante nestes processos metabdlicos (McGeachie, 1989). Com este
trabalho, pretendemos estudar o comportamento das células satélite na atrofia por
imobiliza¢cdo, bem como o papel do exercicio aerébio na prevencao e/ou reversao do
processo atrofico.

0 musculo esquelético é uma unidade funcional composta por proteinas
estruturais. Nos humanos, representa cerca de 40% da massa corporal, contendo 50-
75% das proteinas corporais, sendo o responsavel por 30-50% do “turnover” proteico
corporal. E maioritariamente composto por dgua (75%), proteinas (20%) e outras
substancias, incluindo sais inorganicos, minerais, gordura e hidratos de carbono (5%).

0 Musculo-Esquelético é um tecido multicelular complexo, caraterizado por
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uma distribuicdo prépria de diferentes tipos de fibras musculares, associadas a tecido
conjuntivo associado (Frontera e Ochala, 2015). Cada fibra muscular é rodeada por
uma membrana celular (ou sarcolema). Associadas ao sarcolema existe um complexo
de diferentes proteinas, que estdo fisicamente conectadas com a estrutura interna do
miofilamento. Estima-se que cada fibra muscular é constituida por centenas de
miofibrilas e bilides de miofilamentos. Quando reunidos, os miofilamentos formam
sarcomeros, que sao a unidade basica contractil do Musculo-Esquelético (Frontera e
Ochala, 2015).

A heteronegeidade do Musculo-Esquelético humano reflete a variabilidade
fenotipica individual das fibras musculares. No corpo humano, esta diversidade
permite a participagdo do musculo em atividades com necessidades metabdlicas e
mecanicas variadas (Schiaffino e Reggiani, 2011). A arquitetura vascular que suporta
estas necessidades metabodlicas varia, dependendo do tipo de fibra (Liu et al., 2012a).
Para além disso a resposta das fibras musculares aos estimulos como a denervacao,
corticosteroides, niveis hormonais, envelhecimento, inatividade e doeng¢a sao
especificos de cada tipo de fibra (Schiaffino et al., 1989). A molécula de cadeia pesada
de miosina (MHC) é a principal proteina estrutural, com diferentes isoformas, que
permitem a caraterizagdo do musculo esquelético. Nos seres humanos conhecem-se
trés isoformas, tipo I, Ila e IIx, sendo que as fibras musculares podem conter apenas
uma (fibra pura), ou uma combinacao destas isoformas (fibra hibrida), dando origem
a 5 dos tipos mais prevalentes de fibras nos seres humanos (1, I/11a, Ila, Ila/Ilx, 11x)
(Smerdu, Karsch-Mizrachi et al. 1994). Os roedores adultos apresentam também a
isoforma IIb. As fibras tipo I sdo compostas por MHC I, uma fibra tipicamente resistente
a fadiga, caracterizadas por baixo consumo de adenosina trifosfato (ATP) e reduzida
velocidade de encurtamento. Tém um metabolismo predominantemente oxidativo

(Qaisar et al.,, 2016). As fibras tipo IIb e IIx sdo constituidas por MHC IIb e IIx,



respetivamente, e sdo isoformas rapidas. Encontram-se em fibras com elevado
consumo de ATP uma maior velocidade de encurtamento, sendo por isso mais
fatigaveis. Tém um metabolismo predominantemente glicolitico (Qaisar et al., 2016).
As fibras tipo Ila sdo constituidas por isoformas MHC Ila, sendo consideradas fibras
intermédias, dado que apresentam uma velocidade rapida de contracdo, com um
metabolismo misto (Qaisar et al., 2016). O conhecimento da composicao das isoformas
MHC na fibra muscular é importante uma vez que esta condiciona algumas
propriedades contracteis, como a velocidade maxima de encurtamento, e
propriedades intrinsecas geradoras de forga (Schiaffino, Gorza et al. 1989, Schiaffino e
Reggiani 2011, Galpin, Raue et al. 2012). Durante as ultimas décadas as fibras
musculares tém sido classificadas, usando diferentes critérios. A classificagdo mais
utilizada para os musculos dos membros de humanos inclui trés tipos de fibra: tipo I
(lento, oxidativo e resistente a fadiga), Ila (rapido, oxidativo e com propriedades
metabdlicas intermédias) e IIx (o mais rapido, glicolitico e fatigavel).

De uma forma geral, a massa muscular depende do balan¢o entre a sintese
proteica e a degradacdo, e ambos os processos sao sensiveis a fatores como o “status”
nutricional, o balan¢o hormonal, o exercicio fisico, leses ou doengas, entre outras.
Uma das caracteristicas do musculo-esquelético é relativa a sua capacidade de
plasticidade e de se adaptar em fung¢do de estimulos. Assim, com aplicacao de cargas
externas é possivel induzir hipertrofia muscular ou, contrariamente, provocar atrofia
muscular com auséncia de estimulos externos ou diminuicdo do uso (Brooks e
Myburgh, 2014).

A atrofia muscular pode ser induzida experimentalmente em animais utilizando
técnicas como a denervagao (Midrio, 2006), a imobilizacdo gessada (Frimel et al,,
2005), suspensao caudal (Morey-Holton e Globus, 2002) e imobilizacao com agrafo

(Caron et al,, 2009). A denervagao permite mimetizar patologia traumatica em que



ocorrem alteracdes da funcdo nervosa (Midrio, 2006). Atualmente a maioria os
estudos terapéuticos baseiam-se em modelos de suspensdo caudal em ratos para
simular a atrofia de desuso em humanos (Cho et al., 2016). A suspensdo caudal é um
modelo baseado na auséncia de carga mecanica (Morey-Holton e Globus, 2002) que é
necessaria para a manuten¢do da massa esquelética, sendo mais apropriada para
estudos de microgravidade induzida do que para atrofia pds cirurgia ou traumatismo.
A imobilizagdo gessada é um método eficaz no desenvolvimento de atrofia muscular
no membro inferior, mimetizando condi¢des de patologias ortopédicas. No entanto, é
uma técnica que tem de ser adaptada a cada animal para optimizar os resultados, o que
consome tempo e recursos. Implica uma monitorizacdo didria relativamente ao gesso
roido, abrasdes cutaneas, oclusio venosa e problemas relacionados com a
deambulacao (Frimel et al., 2005).

Na atrofia muscular esquelética existe um aumento do catabolismo proteico
devido em parte a ativacao da via proteolitica dependente da ubiquitina-proteossoma
(Jagoe e Goldberg, 2001). Este processo é comum em vdarias doencgas sistémicas,
incluindo a diabetes, o cancro, a sepsis, o hipertiroidismo e a urémia. Estas diferentes
formas de atrofia sao caracterizadas por um conjunto comum de alteragdes
bioquimicas (Lecker et al.,, 1999). Ocorre uma ativacao proteolitica dependente da
ubiquitina-proteossoma, na qual as proteinas ubiquinadas sdo degradadas através da
via do proteossoma 26 S através de ligases especificas, o MuRF1 (Muscle RING Finger
1) e 0 MAFbx (Muscle Atrophy F-box), também conhecida como Atrogina-1. Embora os
sistemas de degradacao proteica tenham sido extensamente estudados, os mediadores
moleculares do processo de atrofia muscular ainda ndo foram ainda definidos de forma
clara, nem se o bloqueio de tais mediadores inibe o processo de atrofia muscular. A
denervacao, a imobilizagdo e a auséncia de carga em ratos resultam em perdas

semelhantes de massa muscular dos gastrocnémios, o que é consistente com a ideia



que existem mecanismos comuns que conduzem a atrofia (Bodine et al., 2001). Os
genes 0 MuRF1 e o MAFbx estdo sobre expressados nestes 3 modelos de atrofia. A
analise histologica de tecidos humanos e de ratos mostrou a especificidade destes
marcadores pelo tecido muscular esquelético e cardiaco o que é consistente com o seu
papel especifico nestes tecidos (Bodine et al., 2001). Em situacdes de sépsis (Wray et
al., 2003) e de doencgas cancerigenas (Cai et al,, 2004) ocorre também uma sobre-
expressao destes marcadores.

A perda de massa muscular, forca e atrofia com o avancar da idade é
considerada pela literatura Sarcopenia. Recentemente, o EWGSOP, grupo de
trabalho Europeu sobre Sarcopenia em idosos, expandiu a designacdo e sugeriu
critérios de diagndstico a presenca de niveis baixos de massa muscular (avaliados por
densitometria ou bioimpedancia) e a presenca de fraqueza muscular e/ou
desempenho fisico comprometido (Cruz-Jentoft et al.,, 2010). A sarcopenia apresenta
uma prevaléncia entre 4 e 27%, dependendo do género e do pais. Representa um
estado de saude débil com elevadas condicionantes pessoais tais como mobilidade
reduzida, risco aumentado de quedas e fraturas 6sseas, incapacidade de realizar
tarefas didrias/do quotidiano, perda de autonomia e risco acrescido de morte. Existe
uma maior perda de massa muscular pelos homens em compara¢ao com as mulheres
e a nivel dos membros inferiores comparativamente aos membros superiores
(Frontera et al., 2000). A reducdo da massa corporal aliada a diminuicdo de massa
muscular é severamente responsavel pela fragilidade generalizada no idoso (Stenholm
etal,, 2008). No entanto, alteracdes na composicdao muscular sao também importantes,
como por exemplo, musculatura dos membros inferiores debilitada, diminuicdo da
performance muscular e acumulagdo de gordura intramuscular (Visser et al., 2002).

A perda de forca com o avangar da idade nao é um fenémeno Universal,

sabendo-se que individuos que mantem atividade fisica estdo mais protegidos contra



este fendémeno (Hughes et al., 2001). Estdo descritos diversos mecanismos para
demonstrar a origem e evolucdo desta patologia. Estes poderao envolver, entre outros,
a diminuicdo da sintese proteica, a proteoélise, a perda integridade neuromuscular e a
acumulacdo de gordura intramuscular (Cruz-Jentoft et al, 2010). Com o
envelhecimento ha diminuicdo do nimero de mitocéndrias (Broskey et al., 2014) e
alteracdes a nivel do reticulo sarcoplasmatico que prejudicam o mecanismo de
excitacdo-contracao (Weisleder et al, 2006). Independentemente do mecanismo
limitante na interacao normal dos miofilamentos, a evidéncia cientifica atual refere
que a disfuncdo muscular nos doentes idosos, é pelo menos parcialmente, um
problema qualitativo e ndo quantitativo.

Na literatura os termos inatividade fisica e imobilizacdo, por vezes, sdo fonte de
confusdo. Muitas das conclusdes publicadas sobre inatividade fisica sdo baseados nos
resultados de experimentos de imobilizacdo. A inatividade fisica é um comportamento
caraterizado pela auséncia de atividade fisica, enquanto a imobilizagcdo é uma condicao
clinica em que um membro ou todo o corpo é privado de movimento. Apesar de a
imobilizacdo ser um continuo de inatividade fisica, é uma situacdo extrema que
necessita de um desenho experimental diferente. Nas duas situagdes o declinio da
carga promove a resisténcia insulinica e a atrofia muscular (Xu et al., 2012, Hokama et
al., 1997), estados de doenca nos quais a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) parecem ser um denominador comum (Bashan et al,, 2009, Powers et al., 2011).
No entanto, no caso da atrofia por diminuicdo da atividade fisica, este envolvimento
das ROS na promogdo da resisténcia insulinica necessita de ser melhor elucidado
(Pierre et al., 2016).

A associagdo de auséncia de trabalho com resisténcias externas e atividade
neuronal reduzida é designada por desuso, podendo ocorrer em situacoes clinicas, ja

anteriormente referidas, tais como imobilizacgdo de um membro, doentes acamados,



lesdo na espinal medula e lesdo da inervac¢do periférica, originando uma reducgao
significativa de massa muscular e producao de forga. Caracteriza-se como uma
diminuicao do volume, dimensdes celulares, através da perda de organelos, citoplasma
e proteinas, podendo afetar tanto a populacdo em geral como atletas. O grau de
extensdo da atrofia muscular sob a condi¢ao de desuso é variavel e dependente de uma
variedade de fatores, tais como idade, funcdo fisiolégica, tipologia das fibras,
musculares afetadas, condi¢des de imobilizacdo (ex. angulo em que a articulacgdo € fixa)
e grau de inatividade/sedentarismo (Bodine, 2013). Estudos pequenos de 2,8 e 12 dias
de repouso na cama, nao mostraram efeitos significativos na massa ou for¢a muscular
(Trappe etal,, 2001). No entanto longos periodos de descanso (35 a 90 dias) induziram
uma grande diminuicao de for¢a a nivel dos membros inferiores (Alkner and Tesch,
2004).

Durante a atrofia muscular por imobilizagdo ou diminui¢do do uso existem dois
mecanismos de degradacdo proteica nas células eucaridticas, nomeadamente o
sistema ubiquitina-proteossoma e o eixo autofagico-lisossoma. Em condi¢cdes
fisiol6gicas normais, o sistema ubiquitina-proteossoma é responsavel pela degradacao
de proteinas de curta longevidade, ao passo que o eixo autofagico-lisossoma regula os
niveis das proteinas de longevidade superior assim como os organelos. No entanto, é
plausivel que ambos desempenhem ag¢des importantes na degradacao do musculo-
esquelético (Fanzani et al., 2012).

De forma semelhante a sarcopenia, a imobilizacao por longos periodos leva a
uma perda de for¢a superior a perda de massa muscular, sugerindo uma alteracao
qualitativa no musculo, devido a alteracao da qualidade dos elementos contrateis de
cada fibra muscular. Desta forma resisténcia, velocidade e poder sdo severamente
afetados nas células tipo I e Il (Trappe et al., 2004). Os mecanismos por de tras destas

alteracoes ainda sdao pouco conhecidos, mas incluem a disrup¢do das pontes actina-



miosina, causada por alteracdes da miosina, como o aumento da fosforilagdo e N-acetil-
glucosaminacao no oxigénio (Stevens et al., 2013). Apesar das semelhancas existem
diferengas entre a atrofia por desuso e a Sarcopenia. Na atrofia por desuso tende a
haver transformacdo do tipo de fibras musculares, com predominio de fibras tipo Il
relativamente as tipo I, enquanto o contrario tende a ocorrer na Sarcopenia. Como
referido anteriormente, durante o periodo de imobilizacao as fibras de contragao lenta
podem sofrer alteracdo fenotipica e adquirir carateristicas de fibras de contracao
rapida. Por outro lado durante os periodos de exercicio aerébico e anaerdbico ha um
aumento de fibras de contracdo lenta. No caso do musculo solear, rico em fibras de
contracdo lenta, verifica-se uma rapida atrofia em resposta a situacdes de desuso.
Relativamente ao extensor longo dos dedos, rico em fibras de contracdo rapida, so se
verifica atrofia significativa apds situacoes de desuso prolongadas (Hanson et al,,
2010).

Dado que na maioria das vezes a atrofia muscular ndo pode ser evitada, a
recuperacao da massa e funcdo muscular torna-se muito importante para restaurar a
aptidao, a saude e o bem-estar das pessoas afetadas. Atualmente os programas de
reabilitagcdo procuram a otimizacao dos protocolos de exercicio de forma a restaurar a
massa muscular e atividade apds atrofia por desuso. Infelizmente ndo existem
tratamentos efetivos para a atrofia muscular. Existem poucas publicacdes sobre o
efeito especifico do exercicio nas propriedades funcionais dos musculos apds atrofia
por desuso (Hanson et al., 2010). Acrescenta-se o facto de ndo existir igualmente uma
opcao farmacoldgica de forma a incrementar os ganhos musculares ap6s um episédio
indutor de atrofia. De momento, apenas o trabalho com resisténcia externa podera ser
aplicado para promover a recuperacao da massa e for¢ca muscular apds atrofia por
desuso, apesar de varios pacientes ndo possuirem capacidade de realizar os exercicios

numa intensidade suficiente de forma a promover hipertrofia muscular.



0 musculo-esquelético contribui de forma significativa para multiplas fung¢oes
corporais. Do ponto de vista mecanico a sua principal fungao é a conversao de energia
quimica em energia mecanica, permitindo a manuteng¢do da postura e o movimento,
essenciais para a independéncia funcional e para a realizacao das atividades do dia-a-
dia. Do ponto de vista metabélico, o musculo-esquelético contribui para o metabolismo
energético basal, servindo como reserva para substratos, como aminoacidos e hidratos
de carbono, manutencdo da temperatura corporal, consumo do oxigénio e de
combustiveis usados durante o exercicio fisico (Frontera e Ochala, 2015). No entanto,
devido a sua localizacdo e funcdo, o musculo-esquelético pode ser alvo de lesdo por
traumatismo, estiramento excessivo, desgaste ou por doengas degenerativas
musculares. A reparacdo muscular ocorre através de processos de regeneracao,
mediados por células musculares indiferenciadas. As células satélite constituem o
principal grupo das células musculares indiferenciadas (Fu et al.,, 2015). Em 1961,
Alexander Mauro foi o primeiro a identificar em sapos uma populagdo de pequenas
células mononucleares, que ele designou por células satélite, dada a sua localizacdo
entre a membrana basal e o sarcolema (Mauro, 1961). Mais tarde estas células foram
identificadas em mamiferos, incluindo Humanos (Ishikawa, 1965). No musculo adulto,
as células satélite encontram-se tipicamente num estado quiescente. No entanto, sob
estimulacdo, sdo ativadas, proliferando e ou diferenciando-se. Os mioblastos
constituem a descendéncia das células satélite, tendo a possibilidade de se fundir entre
eles dando origem a novas miofibras, fundir-se com fibras musculares pré existentes,
dando o seu nucleo a fibra ou regressar ao estado quiescente, restabelecendo as
reservas de células satélites (Schmalbruch, 1976). Ou seja, as células satélite tém a
capacidade de proliferar e sair do ciclo celular para se diferenciarem em novas fibras
musculares, permitindo a reparacgdo de lesdes musculares, ou entdo, a auto-renovagao

das reservas de células indiferenciadas que se encontram num estado quiescente



(Garcia-Prat et al., 2013), tendo por isso propriedades de célula miogénica
indiferenciada (Collins et al., 2005, Relaix e Zammit, 2012).

Nos vertebrados, todos os musculos esqueléticos derivam dos sémitos, que sdo
estruturas mesodérmicas metanéfricas que se formam em ambos os lados do tubo
neural. Os somitos diferenciam-se sob a influéncia dos tecidos circundantes,
ventralmente ao escler6tomo mesenquimatoso. Isto d4 origem ao esqueleto axial e
dorsalmente ao dermomiétomo, que ird dar origem aos musculos esqueléticos do
tronco, cauda e membros (Schuster-Gossler et al., 2007). Durante o desenvolvimento
embriondrio as células satélite surgem juntamente com o musculo onde residem e
partilham a mesma origem. As células satélite do tronco e membros tém origem no
dermomidtomo, enquanto que a maioria das células satélites do musculos cranio-
faciais derivam da mesoderme da cabeca (Schuster-Gossler et al., 2007, Relaix e
Marcelle, 2009). Foi também demonstrado que as células satélite podem dar origem a
varias linhagens mesodérmicas, como musculo, osso e gordura castanha (Kang e
Krauss, 2010). Por tudo isto, estas células preenchem os critérios de uma célula
indiferenciada somatica verdadeira: tém capacidade de auto-renovacdo e de gerar
descendéncia de varios tipos celulares mais diferenciados (Bentzinger et al., 2012). A
medida que as fibras musculares vdao sendo formadas, outras sdao adicionadas,
utilizando a primeira como molde (Sambasivan e Tajbakhsh, 2007). Na fase final da
embriogénese, ainda pouco percebida, as fibras musculares progenitoras sofrem uma
proliferacao inicial extensa, diminuindo posteriormente a medida que os mionucleos
atingem um estadio estacionario, com um pico de sintese de proteinas miofibrilares
(Davis e Fiorotto, 2009). Assim que o musculo atinge a maturacdo completa, as suas
células residentes progenitoras vao-se tornar quiescentes e residir dentro do feixe
muscular como células satélites (Bentzinger et al., 2012, Aulehla e Pourquie, 2010).

Inicialmente as células satélites eram identificadas com base na sua localizagao
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anatomica sublaminar, no entanto atualmente a sua identificacdo faz-se através de
glicoproteinas de membrana e marcadores intracelulares. Alguns marcadores estdo
localizados no nucleo das células satélite, tal como o Pax3 e o Pax7. O Myf5 e o MyoD
pode ser expressos especificamente por células miogénicas mas ndo sdao expressos em
células satélites quiescentes. Os marcadores de superficie das células satélite mais
conhecidos sao o NCAM (CD-56), M-caderina e CD34, a7- and 31 integrinas, c-met,
CXCR4 e VCAM-1. Em estudos animais o antigénio Pax7 é o marcador mais utilizado
para identificar células satélite, sendo considerado o marcador mais confiavel para
identificar células satélite em musculo de rato (Kuang et al., 2006) (Zammit et al.,
2006). A sua utilizacdo em estudos com seres humanos tem aumentado na ultima
década (Kern et al., 2014, Theriault et al., 2014).

As células indiferenciadas somaticas dependem de um meio ambiente
especializado que se denomina “nicho de células indiferenciadas”, que consiste num
compartimento localizado num 6rgao em especifico que suporta a auto-renovacgdo das
células indiferenciadas e ao mesmo tempo previne que estas se diferenciem (Scadden,
2006). 0 microambiente deste nicho também da instru¢des quanto a diferenciagdo das
células indiferenciadas nas respetivas linhagens celulares especificas desse 6rgao. A
extracdo das células indiferenciadas somaticas do nicho é consequentemente
acompanhada por perda de propriedades da célula indiferenciada ao longo do tempo.
As células satélite parecem ser particularmente sensiveis a esse tipo de manipulacdo
quando em comparacdo, por exemplo, com as células indiferenciadas hematopoiéticas
(Bentzinger et al., 2012).

A transformacdo de células satélites em miofibras consiste em passos
especificos desde o estadio de quiescéncia, ativacao, proliferagdo, diferenciagdo e por
ultimo fusao celular (Dumont et al, 2015a). Este processo é orquestrado pela

regulacdo entre o fator de transcricao Pax7 e fatores de regulacdo miogénica (MFRs)
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(Seale et al., 2000). Durante o estadio de quiescéncia as células satélite expressam o
fator de transcricao Pax7. Apds a ativacdo entram no ciclo celular expressando fatores
de regulacdo miogénica (Arnold e Braun, 2000). Numa fase inicial a regulagdo é feita
pelo Myf5, havendo proliferagdo celular, seguida da expressao concomitante de MyoD,
que marca a maioria das novas células satélite ativadas, comprometidas com a
linhagem miogénica, formando os mioblastos (Cornelison et al.,, 2000). Nesta altura
ocorre a expressdo de Miogenina e MRF4, havendo fusdo dos mioblastos diferenciados,
com a criacdo dos mi6tubulos, que por sua vez se fundem com as miofibras existentes
contribuindo para o crescimento e reparacdo muscular. Desta forma a diferenciagao
final das células satélite é iniciada pelo aumento de regulacdo de Miogenina e MRF4 e
pela diminuicdo da regulacao do Pax7. No entanto, se a regulacdo pelo Pax7 se
mantiver elevada apés a proliferacdo, as células satélite abortam o seu processo de
diferenciacao e retornam ao estado de quiescéncia, promovendo a auto-renovacgao e
as reservas de células satélites (Olguin et al.,, 2007). Embora a identificagdo de células
satélite seja baseada na expressao de marcadores e na analise morfoldgica, tem sido
sugerido que este tipo de células compreendem um grupo heterogéneo de células
percursoras. O facto de serem mais propensas a serem comprometidas com a linhagem
muscular ou com a via de auto-renovacdo, € também evidéncia dessa
heterogeneicidade (Collins et al., 2005, Dumont et al., 2015b). A expressdo do
marcador Myf5 tem sido reportada como ausente em cerca de 10% da populagdo de
células satélite. Células identificadas como Pax7+/Myf5- contribuem para o
reservatorio de células satélite, ao contrario das células Pax7+/Myf5+ que estdo
comprometidas com o processo de diferenciacao (Kuang et al, 2007). Durante o
processo de regeneracao muscular as células satélite podem ser distinguidas com base
na expressao de Pax7 e MyoD. Células Pax7+/MyoD- encontram-se num estadio

quiescente, células Pax7+/MyoD+ encontram-se no processo de proliferacao,
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enquanto que as células Pax7-/MyoD+ estdo num processo de diferenciacao, seguido
de fusao celular, dando origem a miofibras multinucleadas (Zammit et al., 2004). Existe
um subgrupo de células ativadas que dado origem a células Pax7+/MyoD-, que revertem
para um estado quiescente, funcionando desta forma células indiferenciadas
verdadeiras (Motohashi e Asakura, 2014, Bentzinger et al., 2012).

Como referido anteriormente as células satélite tem a capacidade de se
diferenciarem em novas miofibras ou de se auto-renovarem. Existem dois mecanismos
principais de regulacdo da renovagdo celular. A divisdo assimétrica para auto-
manutencdo, com um grupo de células filhas comprometido com a diferenciacdo
miogénica, e outro grupo de células filhas, em menor percentagem, comprometido
para auto-renovacdo. Na divisdo simétrica a descendéncia é semelhante, constituindo
dois grupos de células estaminais semelhantes (Motohashi e Asakura, 2014, Tierney e
Sacco, 2016). Os fatores miogénicos Myf5, MyoD e Myog apresentam uma expressao
assimétrica nas células filhas (Kuang et al., 2007). O fator MyoD estd expresso nas
células Pax-7 comprometidas a diferenciacao e ausente nas Pax-7 auto-renovadoras. O
comportamento é semelhante, relativamente a expressao Myog. Nas células satélite
Myf (-) o recetor Notch3 esta ativado, enquanto que nas Myf (+) recebem o ligando
Notch Delta 1. Estes achados mostram o papel importante da via de sinalizacao Notch,
que ira ser explicada mais a frente. De acordo com a literatura, fatores que inibam o
MyoD e estimulem o Pax-7, tétm um papel preponderante no retorno das células
satélite de uma estado ativo para o estado quiescente (Motohashi e Asakura, 2014, Liu
et al, 2012b). Nao é possivel atualmente isolar e expandir células satélite in vitro
porque estas rapidamente diferenciam-se em mioblastos, um precursor muscular mais
diferenciado pela expressao irreversivel de Myf5, MyoD e Miogenina (Boonen e Post,
2008).

O processo de regeneracdo muscular assemelha-se o processo de miogénese
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embrionario. Como ja referido anteriormente as células musculares progenitoras que
saiem do estado de quiescéncia e tornam-se ativas e proliferativas. As divisdes
assimétricas sdo importantes para dar origem a células filhas, comprometidas com a
formacao miogénica e outras que retornam ao estado de quiescéncia para restabelecer
as reservas de células satélites. Apds a proliferacdo os mioblastos diferenciam-se e
fundem-se entre eles ou a uma miofibra prévia para a reparar. Finalmente as miofibras
desenvolvem-se e amadurecem. As células satélite apresentam um vasto nimero de
fatores de ativacao, incluindo o estiramento mecanico, que é importante no periodo
pos natal durante o desenvolvimento muscular mediado por osso. Fatores de
sinalizac¢do local como o 6xido nitrico, fator de crescimento tipo insulina (IGF), fator de
crescimento fibroblastico (FGF), IL-6, fator de crescimento dos hepatdcitos (HGF) tém
um papel muito importante na ativagdo das células satélites e no desenvolvimento
muscular (Snijders et al., 2015) (Fu et al,, 2015). Existem diversas vias de sinaliza¢do
envolvidas neste balanco dindmico. A via de sinalizacdo Notch consiste numa via de
sinalizagdo externa que foi implicada na manuten¢do da quiescéncia, bem como na
regulacdo da proliferacdo e diferenciagdo em varios estudos (Fre et al., 2005, Yin et al.,
2013). O pico de atividade desta via encontra-se no estado de quiescéncia e diminui
progressivamente a medida que a célula avanca na diferenciacao miogénica. A ativagdo
desta via de sinalizagdo previne a diferenciagio mioblastica e promove a auto-
renovacdo das células satélite, por limitar a atividade do fator MyoD através da
regulacdo positiva das proteinas HES (Kuroda et al., 1999). A auséncia ou limitacao
desta via apresenta trés consequéncias principais: falha na manutencao do estado de
quiescéncia, perda da capacidade de auto-renovacgao e diferenciacdo espontanea, sem
fase de proliferacdo (Bjornson et al., 2012, Conboy e Rando, 2002). Os fatores de
transcricdo da familia FOXO regulam as reservas de células satélites nos musculos

adultos. Os niveis de fator de transcricio FOX03 sdao mais elevados nas células
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quiescentes que nas ativadas, havendo uma relacdo entre este fator de transcricao e a
via Notch, sendo que o fator FOX03 regula o fator Notch1 e Notch3, ativando a via de
sinaliza¢cdo Notch, promovendo a manutencao do estado de quiescéncia (Gopinath et
al., 2014). Os microRNAs tém um importante papel na regulacao das células satélite.
Foi demonstrado que o miR-489 ¢é altamente expresso em células no estadio
quiescente e a sua atividade diminui quando estas se tornam ativas. O alvo deste gene
é o oncogene Dek, cujo mRNA e os niveis de proteinas sao superiores nas células
satélite ativadas em comparagdo com os niveis nas células no estado quiescente. As
células Dek positivas estdo comprometidas a diferenciacdo miogénica, enquanto as
Dek negativas promovem a auto-renovac¢do (Cheung et al., 2012). Outro microRNA
implicado na manutencado do estadio de quiescéncia é o miR-31. O seu alvo € 0 mRNA
Myf5, levando a sua diminui¢ao, promovendo o estadio de quiescéncia celular (Crist et
al., 2012). A via de sinalizacdo Wnt é outra das vias de sinalizacdo das células satélite
e tem um papel central na ativacao, proliferacido e no destino das células satélite (von
Maltzahn et al., 2012). Apresenta duas vias distintas, a candnica Wnt/ 3-catenina que
induz a proliferacdo das células satélite durante a regeneragao muscular e a via Wnt
nao canédnica/ via células de polaridade planar que induz o desenvolvimento dos
midcitos nas fibras em desenvolvimento. Um dos receptores Wnt, o Fzd7 é altamente
expresso nas células satélite quiescentes Pax7+/Myf-. Esta interacdo promove a
divisdo simétricas deste tipo de células através da via ndo candnica (Le Grand et al,,
2009). Esta via é muito importante na manutenc¢do das reservas de células satélite,
dado que os musculos que ndao expressam o Wnt7 apresentam uma diminuicao do
numero de células satélite apos o processo de regeneracdao muscular. Apds a ativacao,
a via Notch-1 tem sido implicada na proliferagdo celular, no entanto para haver uma
progressao para a diferenciacao celular tem de haver uma mudanga de sinal para a via

Whnt. Estas duas vias interagem entre si, de forma a promoverem proliferacao celular
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suficiente antes da diferenciacdo, de forma a permitir a regeneracdo muscular
apropriada (Brack et al., 2008). Para a célula satélite sair do ciclo celular é necessario
aregulacdo positiva de inibidores da ciclina quinase. O Sprouty1 (Spry1) é um recetor
inibidor da via tirosina quinase expresso nas células Pax7+ quiescentes, mas com
repressdo da sua expressao nos mioblastos em proliferacao. Quando as células Pax7+
retornam ao estado quiescente, o Spryl é novamente expresso promovendo a saida
das células do ciclo celular (Shea et al., 2010).

A atrofia por desuso é uma condig¢do clinica que afeta qualquer individuo ao
longo da sua vida, e pode ser particularmente debilitante em individuos idosos. Como
ja referido anteriormente, atualmente ainda ndo existem armas terapéuticas de
qualidade para tratar, devido a falta de conhecimento sobre os mecanismos celulares
e moleculares responsaveis pela inducao e manutencao da atrofia muscular.

0 papel das células satélite na atrofia muscular e na recuperagdo pos atrofia
estd menos bem caraterizado do que no desenvolvimento muscular e na reparacao de
lesdes musculares (Charge e Rudnicki, 2004). A ativacao das células satélites apds
imobilizacdo pode ser devida a auséncia de carga mecanica (Ferreira et al., 2006). A
perda de células satélites na atrofia muscular nao é um achado consistente. Em estudos
com Humanos, apds 14 dias de imobilizacdo (Snijders et al., 2014) ndo houve alteracao
no numero de células satélite. No entanto um outro estudo mostrou aumento do
numero de células satélite apds 14 dias de imobilizacdo (Suetta et al., 2013). Em
situacdes de atrofia severa o numero de células satélite diminui drasticamente
(Verdijk et al., 2012). Em ratos, ocorre uma diminui¢cdo do nimero de células satélite
com a imobilizacdo (Kujawa et al.,, 2005), no entanto, esta é dependente do tempo de
imobilizacdo (Ferreira etal., 2006). Desta forma, a intensidade e a duragao do processo
atréfico sdo importantes para a interpretacao destes resultados. O processo de perda

de células satélite durante a atrofia ainda nao esta esclarecido, bem como se hi ou nao
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alteracao da fungao das restantes células satélite durante o processo, e se a sua fungao
pode ser restaurada com a reaplicacdo de carga. A literatura mais recente indica que
ha uma diminuicdo do numero de células satélite em animais, enquanto que nos
humanos esse nimero se mantém estavel ou até aumenta, a ndo ser que o ambiente
atroéfico seja particularmente severo.

0 exercicio fisico induz alteragdes metabdlicas e estruturais que sao especificas
do tipo de exercicio praticado. Sao ativadas diferentes vias de sinalizagdo durante o
exercicio fisico, contribuindo para o desenvolvimento e adaptacdo do Musculo-
Esquelético.

0 treino aer6bico tem a capacidade de modular o tipo de fibras musculares e de
interferir em diversos mecanismos musculares, incluindo a ativagao de células satélite.
Apesar do efeito deste tipo de treino a nivel das células satélite ainda ndo estar
completamente elucidado, este tipo de exercicio tem mostrado efeitos benéficos sobre
a integridade do musculo esquelético, mesmo em pessoas que sofrem de miopatias
(Sveen et al., 2008). O treino aer6bico ndo é tipicamente associado a alteracdes do
tamanho do musculo e da sua capacidade de gerar forga. Existem poucos estudos a
descrever os efeitos deste tipo de exercicio na ativacao e proliferacdo das células
satélite. Appell mostrou que a ativagdo das células satélite ndo ocorre antes das 10
semanas de treino aerébico (Appell et al., 1988). Mais recentemente foi mostrado o
aumento do numero de células satélite em homens idosos ap6s 14 semanas de
exercicio aerdbico (Charifi et al., 2003).

O treino de resisténcia leva a um aumento da capacidade para gerar forga,
parcialmente devido a hipertrofia muscular. Nos humanos a principal causa de
hipertrofia é o aumento do tamanho individual das fibras musculares, devido ao
aumento de producao proteica e da adicao de miofilamentos, miofibrilas e sarcomeros.

Este processo pode resultar da ativacdo e fusdo das células satélite, resultando na
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adicao de novos mionucleos (Snijders et al., 2009, Marcotte et al., 2015). Existem, no
entanto, diversos estudos animais em que ha hipertrofia, sem ativacdo de células
satélite ou incorporacao de mionucleos (Wang e McPherron, 2012, Lee et al., 2012). De
forma similar ao treino de endurance existem diversos fatores e vias moleculares que
regulam a massa muscular e a resposta hipertrofica. As duas vias mais importantes sao
a via IGF1-Akt-mTOR e a via Miostatina-Smad2/3 (Schiaffino et al.,, 2013, Hitachi e
Tsuchida, 2013). A primeira pode ser ativada pelo calcio e pela atividade mecanica. Na
segunda via a Miostatina atua como um regulador negativo da massa muscular.
Mutacoes do gene da Miostatina ou bloqueio desta via resulta na Hipertrofia muscular.
Em modelos de atrofia por desuso o exercicio de resisténcia reduziu, mas ndo evitou a
perda de massa muscular. Em Humanos, exercicio fisico durante 14 dias numa perna
imobilizada foi suficiente para preservar a massa do musculo quadricipital (Oates et
al,, 2010).

De forma a estimular a hipertrofia muscular com o exercicio, a dieta tem um
papel importante. Diversos estudos afirmam que ocorre um aumento no contetdo
proteico em apenas 24h apds 92 contragdes excéntricas em jovens e idosos. No entanto
o aumento foi superior nos individuos jovens, sugerindo que a atividade das células
satélite em idosos se encontra debilitada (Dreyer et al., 2006)

0 Exercicio fisico melhora a massa e a for¢ca muscular, e aumenta a performance
fisica em jovens e idosos (Smiles et al., 2016). Este processo é facilitado pela
proliferacao e/ou diferenciacao das células satélite e controlado pela activacao e ou
supressao sequencial dos fatores reguladores da miogénese (i.e. Myf5, MyoD,
Myogenin, and Mrf4). A expressdo do mRNA destes fatores aumenta em resposta ao
exercicio quer nos individuos jovens quer nos adultos (Verdijk et al., 2009, Costa et al.,
2007). O exercicio fisico permite a manuteng¢do e do volume e da massa muscular.

Estudos publicados mostram que o exercicio fisico apés um periodo de desuso
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aumenta a massa muscular, a drea de secgdo transversa e a percentagem de fibras
musculares de contragao lenta (Hanson et al,, 2010, Valero et al., 2012).

As células satélite respondem as alteracdes ambientais que ocorrem na atrofia
por desuso. No entanto, o papel completo que estas desempenham no estabelecimento
de um novo ambiente homeostatico para as novas fibras musculares necessita de ser

melhor elucidado.
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Objetivos Gerais

A visao atual dos mecanismos de atrofia muscular considera varias teorias
entre as quais o envolvimento das células satélite miogénicas. Nao é claro ainda o
processo de mobilizacdo e diferenciacdo destas células, pelo que é objetivo deste
trabalho estudar a interagdo entre as células satélite e o processo de atrofia muscular.
E também nosso objetivo verificar qual o papel do exercicio fisico no processo de
atrofia muscular por imobilizacdo e na recuperacdo muscular pés-atrofia através da

mobilizacdo das células satélite.

Objectivos Especificos

o Identificar e quantificar as células satélite do musculo gastrocnémios, através
de técnicas de imunohistoquimica por fluorescéncia, utilizando anticorpos para
diferentes marcadores das células satélite (Pax-7, Myf-5 e c-MET).

o Avaliar as alteracdes nas células satélite do musculo sujeito a atrofia por
imobilizacdo e no musculo em recuperagdo apoés atrofia, por comparagao com
o controlo.

o Avaliar o papel do exercicio fisico nas células satélite no musculo normal, na
atrofia muscular e na recupera¢ao muscular pés atrofia, através da expressao

dos marcadores anteriormente referidos.

Assim, através da avaliacdo da expressao de diferentes fatores, que sao responsaveis
pela ativacao, proliferacdo, migracao e diferenciacao das células satélite, e do efeito do
exercicio fisico nos mesmos, procuramos contribuir para a melhor caraterizacdo do

comportamento das células satélite miogénicas na atrofia muscular apés imobiliza¢ao.
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Materiais e Métodos

Plano de trabalhos

De forma a estudar o efeito da imobilizacdo e do exercicio fisico na activacdo e
diferenciacdo das células satélite miogénicas foi usado um modelo animal sujeito a
imobilizacdo da pata traseira para inducdo de atrofia muscular com e sem exercicio
fisico.

O exercicio fisico foi efectuado em tempos desencontrados para que a massa corporal
e idade dos animais nao interferissem nos resultados. Os grupos e programa de

trabalho estdo esquematizados na figura seguinte:

IMOBILIZACAO
EXERCICIO
EXERCICIO r—_' -
:“
A

4 Semanas H 1 Semana ﬂ 4 Semanas

1 semana 1 semana
Pausa Pausa

Figura 1: Plano de trabalho indicando os grupos em estudo e os tempos utilizados. A-
Exercicio Fisico; B-Imobilizacdo; C-Exercicio Fisico+Imobilizacdo; D-
Imobilizagdo + Exercicio Fisico. Entre o periodo de Exercicio Fisico e a
imobilizacdo, e vice versa, foi realizado um periodo de repouso de uma semana.
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Modelo animal

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar machos (com uma massa corporal de 200
- 250 g no inicio das experiéncias). Os animais foram mantidos 2 a 3 por caixa num
biotério de manutencdo sob ciclos de 12 h luz/noite sob temperatura (22 + 1°C) e
humidade controlada (50 + 10%) com agua e comida ad libitum.

Os animais foram manuseados com o cuidado possivel de modo a minimizar o stress
ambiental. Todas as experiéncias foram realizadas de acordo com a legislacdo em vigor
e supervisionadas por investigador credenciado para o trabalho com animais. Neste
trabalho foram utilizados apenas quatro animais em cada grupo por se tratar de um
estudo piloto.

Os animais foram randomizados nos diversos grupos em estudo: controlo ou
sedentdrios (X); exercicio (A); imobilizacdo (B); exercicio fisico + imobilizacao (C),
imobilizacdo + exercicio fisico (D) e apenas imobilizacdo. Entre o exercicio e a
imobilizacgdo foi realizado repouso de uma semana.

Imobilizacao

De forma a induzir atrofia muscular da pata direita traseira procedeu-se a imobilizagdo

com a pata em extensao. Foi utilizada uma ligadura rigida para o efeito.

Todos os animais foram monitorizados diariamente, relativamente a ligadura roida,

abrasoes cutineas, e estado neurovascular.
Protocolo de Exercicio Fisico

Os animais realizaram um protocolo de exercicio fisico durante 4 semanas em tapete
rolante adaptado da metodologia proposta por Fontes Ribeiro (Fontes-Ribeiro et al,,
2011). Desta forma, os animais que foram submetidos a protocolo de exercicio
sofreram um periodo de adaptacdo ao tapete rolante de forma a condicionar a

adaptagdo motora. O exercicio consistiu num plano de corrida durante quatro semanas
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num tapete rolante para animais de pequeno porte (Panlab/Letica LE8706, Barcelona,
Spain), com aumento da velocidade ao longo da duracdo do protocolo (de 15 min no
inicio até 50 min na ultima semana) e da intensidade (velocidade diaria maxima
aumenta de 12 cm/s até 54 cm/s e com 5% de inclinacdo na quarta semana). O grupo
controlo foi acondicionado durante 10 minutos, uma vez por semana a velocidade
reduzida de modo a minimizar possiveis interferéncias do sistema nervosa central e
manutenc¢ao das habilidades motoras.

Extracao dos Musculos

Ap6s os tratamentos de cada grupo, os animais foram sacrificados com sobredosagem
de anestésico cetamina com clorpromazina, seguido da extracdo dos musculos
grastrocnémios. Antes da remoc¢ao dos musculos, foram medidos os didmetros lateral
e anteroposterior de cada uma das patas posteriores ao nivel do ventre do
gastrocnémios.

Os musculos removidos foram divididos em dois grupos: um primeiro para andlise
histolégicas e um segundo grupo para estudos moleculares. Os musculos foram
armazenados a -80° para analises futuras.

Analise histoldgica

Tal como acima descrito foi realizada uma analise histolégica dos musculos extraidos.
Foi realizada uma coloracdo de hemotoxilina-eosina (HE) para verificar a integridade
dos musculos, possiveis alteracdes (a ser confirmadas por outras técnicas) e também
como controlo para a técnica de Imunohistoquimica.

Para estas técnicas foram cortadas sec¢des transversais de musculo congelado com
uma espessura de 10 um num criostato Leica CM 1850 UV a -25°C e colhidos numa

lamina de vidro, 24°—32 mm.
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Analise por Imunohistoquimica

Os cortes de musculo foram fixados com acetona a -20°C durante 10 minutos.
Seguidamente, as amostras foram rehidratadas com um tampao salino (PBS) a 10%
duas vezes durante 5 minutos. Apds delimitacdo das amostras com uma caneta
hidrofébica, procedeu-se a permeabilizacdo do tecido com PBS-0,25% e Triton X-100
por 30 minutos a temperatura ambiente em camara escura humida. Apds a
permeabiliza¢do efectuou-se o bloqueio com soro de Cabra a 10% em 1% de albumina
sérica bovina (BSA) durante 30 minutos numa camara escura humida. De seguida, as
amostras foram incubadas com anticorpos primarios em PBS-1% BSA numa camara
escura himida (4°C) em regime overnight. Dos 4 anticorpos primarios utilizados, foi
necessario adicionar a Pax-7 e Myf-5 anticorpo secundario ao passo que Laminina e C-
Met ja incluiam fluoroéforo: Pax-7 (PAX7) (sc-81648 Mouse Monoclonal - Santa Cruz
Biotechnology) na dilui¢ao 1:500; Myf-5 (C-20; sc-302 Rabbit Polyclonal - Santa Cruz
Biotechnology) na dilui¢ao 1:500; Lamin A/C [4C11; Mouse mAb (Alexa Fluor® 488
Conjugate): #8617 Cell Signaling] na diluicdo 1:200; Phospho-Met [(Tyr1234/1235)
(D26) XP Rabbit mAb (Alexa Fluor® 594 Conjugate): #8564 Cell Signaling] na diluicao
1:200.

No dia seguinte procedeu-se a trés lavagens com PBS de 10 minutos cada a
temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram incubadas com anticorpo
secundario (1:500) em PBS-1% BSA numa camara escura revestida a aluminio durante
60 minutos. Foi igualmente incubadas amostras apenas com anticorpo secundario
como controlo negativo.: Goat Antimouse (1:500) - Alexa Fluor® 488 e Goat
AntiRabbit (1:500) - Alexa Fluor® 568

Terminada a incubagdo, procedeu-se a 3 lavagens em PBS durante 10 minutos a

temperatura ambiente. De seguida, as amostras foram incubadas com DAPI (1:5000)
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em PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente e em camara escura. Seguiram-
se 3 lavagens em PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Para terminar, foi adicionado o meio de montagem Glycergel previamente aquecido as
amostras seguido da lamela. Quando este solidificou, colocou-se verniz em redor da
lamela a fim de esta manter-se fixa.

Analise das imagens

As amostras foras analisadas num microscdpio de fluorescéncia Zeiss Axio Observer.
71, com recurso a uma objetiva Plan-Apochromat 20x/0.8 M27 e analise de imagem
AxioCam MR R3. O sistema microscépio foi manuseado através do Software Zen 2.3
(Blue Edition).

Analise Estatistica

A normalidade das amostras foi realizada através do teste de Shapiro-Wilk. Para
comparar os diferentes grupos foi utilizado o teste t-student.

A andlise estatistica foi realizada através do programa informatico Prism7

(GraphPad®)

25



Resultados

De forma a alcancar os objetivos propostos, era necessario averiguar se
imobilizacdo da pata traseira (direita) induzia atrofia, ndo apenas a nivel molecular
mas também a nivel macroscépico. Desta forma, os musculos foram pesados e a pata
medida.

A massa de musculo da pata imobilizada (em valor absoluto ou corrigida pela
massa corporal) demonstrou que a imobiliza¢cdo induziu atrofia muscular. Porém, as
condicbes da imobilizacdo condicionaram a atrofia resultante. Como podemos
observar pela leitura do grafico 1 a imobiliza¢do, por si s6, induziu atrofia muscular
(p< 0,05). No entanto, a atrofia foi mais acentuada no grupo de animais que tinham
previamente feito quatro semanas de exercicio aerébio (p< 0,01). Este tipo de exercicio

ndo induz hipertrofia como se pode também observar no grafico 1.
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Grdfico 1: O Gréfico apresenta a massa dos musculos gastrocnémios direito e esquerdo dos vérios
grupos em estudo. Cada grupo apresenta um n = 4. As barras representam a média dos
valores individuais e os tragos verticais o desvio padrdo. *p< 0,05 relativamente ao
controlo; *#p< 0,01 relativamente ao grupo com imobilizacdo e ao musculo contralateral.
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Porém, quando o exercicio foi feito ap6s a imobilizagdo o tamanho do musculo,
nao diferiu significativamento do grupo controlo.

A nivel microscopico, através da coloracao histolégica com hematoxilina-
eosina foi possivel identificar padroes carateristicos nos varios grupos em estudo. O

padrdo normal, visivel na figura 2 mostra-se alterado em todos os grupos em estudo.

Figura 2: Imagem de um musculo normal com o padrio caracteristico das fibras musculares. A
coloragdo foi feita com Hematoxilina-eosina (HE) podendo identificar-se os nucleos
(azuis) de cada uma das células. Ampliacdo x 100

Os animais que apenas realizaram exercicio fisico (A), apresentam um padrao
tipico da adaptacao ao exercicio, células mais pequenas com nucleo central sugestivo
de fibras novas como consequéncia do padrao de mudanca na tipologia das fibras.

Os musculos dos animais com atrofia por imobilizacdo (B) apresentam
agregados de células inflamatdrias, fibrose, grande espessamento do perimisio e
células em apoptose. Os animais que praticaram exercicio seguido de imobilizagao (C)
apresentam infiltrado de células inflamatérias, um espessamento ligeiro do perimisio

e células musculares pequenas com ntcleo central (células novas). No caso dos animais
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que foram submetidos a imobilizacdo seguida de exercicio fisico (D), o padrdo é
semelhante ao dos animais s6 submetidos a imobilizacdo, mas no entanto sem a
presenca de fibrose.

Estas alteracdes parecem estar relacionadas com o comportamento das
células satélite. Neste trabalho foram usados marcadores que refletem os varios
estagios das células satélite no processo de miogénese, podendo ser observados na
figura 4, 5 e 6. Na figura 3 apresentamos uma marcag¢ao por laminina. O Pax-7 reflete
a ativacdo das células satélite, o Myf-5 a sua proliferagdo/diferenciaciao e o c-met a
migracdo, regeneracao e proliferacdo das referidas células.

Através do grafico 2 podemos verificar que o nimero de células com marcagao
(+) para o Pax-7 é tendencialmente maior no grupo de animais que fizeram apenas
exercicio (A) mas com uma expressao (+) significativamente maior no grupo com
imobilizacdo (B) em comparac¢do com o grupo controlo (X) (p< 0,05). Porém, no grupo
B, o nimero de células com marcagdo positiva para Myf-5 e c-met é menor que o grupo
A. Nos grupos com exercicio e imobilizacdo antes ou apés (C e D) a positividade de
células para pax-7 e Myf-5 ndo difere do grupo controlo (X), no entanto ha um
consideravel numero de células marcadas com c-met contrariamente ao grupo

controlo que ndo tem marcagdo para este anticorpo.
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Grdfico 2: Marcacdo das células satélite com Pax7, Myf-5 e c-met numa area fixa de tecido muscular do
musculo gastrocnemios direito. As barras representam médias e os tragos verticais o
desvio padrao, e em que cada amostra foi quantificada em triplicado. *p< 0,05 em relagido
ao controlo. **p< 0,05 entre o grupo com exercicio e o grupo com imobilizacdo

Figura 3: Marcagéo por Laminina
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Figura 4: Marcagio por Pax-7

Figura 5: Marcagéo por Myf-5

30



Figura 6: Marcagio por c-met
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Discussao

O conceito de adaptacao traduz uma mudanca de comportamento em resposta
a uma alteracdo do meio ambiente. A adaptacdo no contexto do musculo esquelético,
traduz uma alteracdo na sua estrutura e funcdo, em resposta a estimulos como por
exemplo, o exercicio fisico, a imobilizacdo e o trauma. A capacidade para o musculo
responder a estes estimulos, baseia-se na sua capacidade regenerativa, devido a
presenca de células miogénicas indiferenciadas, conhecidas como células satélite (Otto
et al,, 2009). De forma a estudar o efeito da imobilizacdo e do exercicio fisico na
activacao e diferenciacao das células satélite miogénicas foi usado um modelo animal
sujeito a imobilizacao da pata traseira para indugdo de atrofia muscular com e sem
exercicio fisico. O modelo de imobilizacao utilizado simula situa¢des do dia-a-dia, em
que é necessaria a realizagcdo de uma imobilizacdo gessada. Foi escolhido, dado nao ter
sido possivel manter uma imobilizacdo gessada no membro dos animais num periodo
superior a 6 horas, dado que a retiravam com facilidade. Num contexto de imobilizagdo
avulnerabilidade do musculo a atrofia depende do tipo de fibra e do grau de contragao
imposto pela posi¢cdo de imobilizacao. Sabe-se que nos musculos de contragdo lenta a
atrofia tende a ocorrer primeiro que nos musculos de contracdo rapida e que os
musculos em posicdo de encurtamento tém uma maior reducdo da fun¢do em
comparagao com os nao encurtados (Cho et al., 2016) . No nosso trabalho utilizamos o
musculo gastrocnémios, dada a experiéncia do grupo no seu manuseamento. O
membro foi imobilizado em extensdo, sem encurtamento das fibras musculares. Desta

forma, procurou-se diminuir o stress dos animais.
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Neste trabalho verificou-se que a imobiliza¢ao induziu atrofia muscular, dada a
perda de massa de musculo da pata imobilizada. Definiu-se um periodo de
imobilizacdo de uma semana. Em idosos, um periodo de imobilizacdo de 5 dias, leva a
uma perda de 1,5% da area de seccao transversal do quadricipete (Wall et al., 2013).
No grupo imobilizagdo (B) a imobilizagao, por si s6, induziu atrofia muscular (p< 0,05).
No entanto, a atrofia foi mais acentuada no grupo de animais que tinham previamente
feito quatro semanas de exercicio aerébio (p< 0,01). O exercicio fisico ¢ um modulador
primario da plasticidade muscular e ativa diferentes vias de sinalizacdo que medeiam
o desenvolvimento e a adaptacao do musculo esquelético. Sabemos que o exercicio
fisico aerébio provoca alteragdes no tipo de fibras musculares, principalmente nas tipo
II, promovendo a transformacao de fibras tipo IIb para Ila, resultando num musculo
mais oxidativo (Yan et al,, 2011) e com mais capacidades regenerativas, traduzidas
por um aumento das células satélite, mitocondrias e capilares (Qaisar et al., 2016). O
exercicio fisico aerdbio permite limitar o stresse oxidativo durante o processo atréfico,
através de um aumento dos sistemas antioxidantes, e da alteracdo do fenoétipo das
mitocondrias, de forma a resistirem melhor ao stress oxidativo. Paradoxalmente o
exercicio fisico aumenta o stress oxidativo de forma transitéria no musculo
esquelético. Esta resposta serve de estimulo para a formacdo de antioxidantes
endégenos (Wiggs, 2015). No caso de atletas sabe-se que ap0ds a imobilizagcdo ocorre
uma grande perda de massa muscular, dependendo do tempo de imobilizacdo (Milsom
et al,, 2014). Como podemos observar pela leitura do grafico 1 a atrofia foi mais
acentuada no grupo de animais que tinham previamente feito quatro semanas de
exercicio aerébio (p< 0,01). Porém, quando o exercicio foi feito apds a imobilizagdo o

peso do musculo, ndo diferiu significativamento do grupo controlo. Apos a atrofia
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muscular, o exercicio fisico permitiu a regeneracao muscular (Hanson et al., 2010, Itoh
et al.,, 2014, Cornachione et al., 2014).

Relativamente aos resultados da analise histolégica verificou-se que nos
animais que praticaram exercicio fisico (A) ou exercicio fisico seguido de imobilizagdo
(C) haviam células pequenas com nucleo central, tradutoras da regeneragao muscular.
Como ja referido anteriormente, exercicio fisico aerdbio provoca uma resposta
inflamatéria transitoria, que tera uma influéncia citoprotetora, essencial a regeneracao

celular (Wiggs, 2015), traduzida pelo aumento das células satélite (Qaisar et al., 2016).

No caso dos animais que foram submetidos a imobilizagdo seguida de exercicio fisico,
o padrao é semelhante ao dos animais s6 submetidos a imobilizacao, no entanto sem a
presenca de fibrose. Apo6s o processo de atrofia muscular, o exercicio fisico estimula a
regeneracgao celular, mas antes tem de ocorrer morte celular (Laumonier e Menetrey,
2016). Estas alteragdes parecem estar relacionadas com o comportamento das células
satélite. Desde a sua descoberta (Mauro, 1961), as células satélite tém sido
consideradas a principal fonte de novos miontcleos nas células musculares. No
musculo adulto, as células satélite tipicamente residem num estado de quiescéncia. No
entanto, sob estimulacdo, sdo ativadas, proliferam e diferenciam-se. Este programa
miogénico, é coordenado por fatores de transcricdo, designados por fatores de
regulacdo Miogénica. Inicialmente, as células satélite apresentam-se no estado de
quiescéncia (fase GO do ciclo celular) e expressam o Pax-7, mas nao o MyoD ou a
Miogenina. Fatores extrinsecos como o trauma ou o exercicio, podem ativar as células
satélite, fazendo com que entrem no ciclo celular. Inicia-se o processo de proliferacao
cellular, com expressdo de MyoD e Myf-5. Ap6s a proliferacdo, as células satélite podem
seguir um processo de auto-renovacgao, contribuindo para a manutengao das reservas
das células satélite, ou diferenciando-se em mioblastos adultos. O processo de

diferenciacdo, inicia-se com a regulacdo negativa do Pax-7. De seguida a fusdo e a
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diferenciacao terminal relaciona-se com a expressdo da Miogenina e do MyoD (Tierney
e Sacco, 2016, Fu et al,, 2015). Apds a lesao, as células satélite sdo ativadas, proliferam
e migram como mioblastos para o local da lesdo onde se tornam midcitos e se fundem
para formar novo musculo. O processo de migracao dos mioblastos ainda permanece
pouco conhecido. Sabe-se que o c-met, um receptor tirosina quinase é ativado pelo
fator de crescimento dos hepatécitos. E expresso nas células satélite adultas
quiescentes, durante a ativacdo mioblastica e a diferenciacdo dos midcitos, sendo
regulado de forma negativa, nos novos miotibulos (Wozniak et al., 2005) (Tatsumi et
al, 1998, Fu et al.,, 2015). Trata-se de um receptor com um papel importante na
regeneracao muscular apos lesdo aguda (Webster and Fan, 2013). Neste trabalho,
verificou-se que o numero de células com marcacdo (+) para o Pax-7 é
tendencialmente maior no grupo de animais que fizeram apenas exercicio (A) mas com
uma expressdo (+) significativamente maior no grupo com imobilizacdao (B) em
comparacdo com o grupo controlo (X) (p< 0,05). O processo inflamatério
desencadeado pelo exercicio fisico leva da ativacao das células satélite (Snijders et al.,
2015). No caso do grupo B, o aumento da expressdo (+) do Pax-7 pode estar
relacionado com o processo inflamatério. Sabe-se que em ratos, ocorre uma
diminuicao do numero de células satélite com a imobiliza¢cdo (Kujawa et al., 2005), no
entanto, esta é dependente do tempo de imobilizacdo (Ferreira et al., 2006). Desta
forma, a intensidade e a duracdo do processo atréfico sio importantes para a
interpretacdo destes resultados. A literatura mais recente indica que ha uma
diminuicao do nimero de células satélite em animais, enquanto que nos humanos esse
numero se mantém estavel ou até aumenta, a ndo ser que o ambiente atroéfico seja
particularmente severo (Verdijk et al., 2012, Suetta et al., 2013). No grupo B, o nimero
de células com marcagdo positiva para Myf-5 e c-met é menor que no grupo A. Este

resultado deve-se ao fato do exercicio fisico promover a proliferacdo das células
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satélites e a regeneracdo muscular (Wiggs, 2015). No caso do grupo B, num ambiente
atroéfico, ndo ocorre proliferacdo e diferenciacao das células satélite. Nos grupos com
exercicio e imobilizagdo antes ou apos (C e D) a positividade de células para pax-7 e
Myf-5 nao difere do grupo controlo (X). O processo inflamatério criado pela pratica do
exercicio fisico leva a um aumento da ativacao das células satélite, com aumento da
apoptose das células musculares danificadas e sintese de novas fibras musculares. Os
grupos C e D, apresentam um consideravel numero de células marcadas com c-met, o
que demonstra a sua capacidade regenerativa. A ativacao e a proliferacdo das células
satélite sdo essenciais no processo de regeneracdo muscular. Em contexto de lesao
muscular a auséncia de células satélite faz com que o musculo esquelético perca a sua
capacidade regenerativa (Sambasivan et al., 2011), pelo contrario o aumento de
células satélite, por exemplo a partir da pratica de exercicio fisico, permite a

regeneracao muscular, demonstrando a importancia destas células neste processo.
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Conclusao

Os resultados obtidos por este estudo piloto levam-nos a sugerir que:

o 0 processo de atrofia muscular conduz a uma diminui¢cdo da massa muscular;

o O pré-condicionamento com exercicio fisico em ratos imobilizados, conduz a
um aumento da atrofia muscular;

o 0 pré-condicionamento com exercicio fisico em ratos imobilizados estimula a
regeneracao muscular;

o A pratica de exercicio fisico apos atrofia estimula a regeneragdo muscular;

o A pratica de exercicio fisico conduz a um aumento da ativa¢do das células
satélite;

o A atrofia muscular conduz a um aumento da ativacao das células satélite,
devido ao processo inflamatdrio gerado, entanto nao ocorre proliferacao e
diferenciacdo em novas fibras;

Tratou-se de um estudo piloto, em que se pretende encontrar linhas orientadoras para
estudos com amostras maiores no futuro. A atrofia por imobilizacao é uma condigdo
patoldgica muito frequente, debilitante, que se traduz em gastos avultados pela
Sociedade anualmente. Este estudo constitui um primeiro passo para se entender
melhor, através da nossa experiéncia, o papel das células satélite na atrofia muscular.
Foi procurado também perceber o papel do exercicio fisico no processo de atrofia
muscular por imobilizacdo e na recuperagdo muscular poés-atrofia através da
mobilizacdo das células satélite. O objetivo futuro da continuac¢do deste trabalho é
clarificar estes mecanismos de forma a se oferecer as pessoas uma alternativa

terapéutica nao farmacolégica para esta condi¢do patologica.
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