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Sumario: O uso de antioxidantes naturais como 0 resveratrol pode representar uma
estratégia terapéutica no combate a atrofia muscular. O objetivo foi avaliar o efeito do
resveratrol (10°M) na expressdo dos atrogenes: atrogina-1 e MuRF1 (E; ligases) e genes
autofagicos (LC3) em musculos esquelético de ratos sépticos. A sepse foi induzida pela
ligadura e puncdo do ceco (CLP) e a expressdo dos atrogenes determinada pelo PCR em
tempo real. Apo6s 3 horas de infeccdo, a sepse elevou a expressdo génica das Esz-ligases
atrogina-1 e MuRF1 (~15X) e do gene autofagico, LC3 (~5X). De modo contraditério, o
resveratrol estimulou ainda mais a hiperexpressdo de MuRF1 em mdsculos de animais
CLP (2X), sem modular atrogina-1 e LC3. Estes resultados mostraram que o resveratrol
modula negativamente a expressao de Es-ligases agudamente na sepse.

Palavras-chave: antioxidantes naturais; atrofia muscular; musculos esquelético de ratos
sépticos; PCR.

INTRODUCAO

O musculo esquelético, além de suas funcdes classicas de geracdo de forca e locomogéo,
representa de 45 a 50% da massa corporal, contem 90% do pool de aminoéacidos livres do
corpo [1]. A massa muscular é determinada por um ciclo dindmico que envolve dois
processos metabolicos antagbnicos: a sintese e a degradacdo de proteinas. Alteracdes
nestes processos podem determinar ganho (hipertrofia) ou a perda (atrofia) de massa.
Atualmente, sabe-se que o aumento da protedlise é o principal mecanismo fisiopatoldgico
responsavel pela perda de massa muscular em diferentes situacdes patoldgicas e, que ainda
ndo existem alternativas terapéuticas eficientes para preveni-la. No masculo esquelético
existem pelo menos 3 sistemas proteoliticos: (a) lisossomal, constituido pelas catepsinas;
(b) dependente de calcio (Ca*"), um sistema que além de suas proteases conhecidas, as
calpainas, apresentam um inibidor enddgeno denominado calpastatina; e (c) sistema
Ubiquitina-Proteassoma (UbP). A atividade destes sistemas é fundamental para
manutencdo da homeostasia, uma vez que estdo envolvidos na reciclagem de proteinas
extracelulares e receptores de membrana, no ciclo celular, crescimento e diferenciacao
celular e na propria resposta imunoldgica [2,3] A hiperatividade destes sistemas
proteoliticos € o principal mecanismo fisiopatologico responsavel pela perda de massa
muscular que ocorre em diferentes situacdes catabdlicas como sepse, cancer, desnervacao
motora, insuficiéncia renal crbnica, diabetes mellitus, etc. Por esta razdo, o
desenvolvimento de novas drogas que possam atenuar a hiperatividade desses sistemas
pode representar uma alternativa terapéutica eficiente no combate a atrofia muscular. A
instalagdo da atrofia muscular envolve um plano atréfico, isto é, um conjunto de a¢des que
envolvem ndo apenas o aumento da atividade dos sistemas proteoliticos, mas também o
aumento e/ou a reducdo da expressdo de genes denominados coletivamente de atrogenes
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[4]. Em 2001, foi demonstrado o aumento da expressdo dos genes das Ej ligases atrogina-
1/MAFBx (Muscle Atrophy Fbox) e MuRF1 (Muscle Ring Finger 1) em diferentes
situacOes atréficas como o jejum, a uremia, 0 cancer, a denervacdo, o diabetes mellitus e a
sepse [4,5,6], 0 que os torna marcadores de atrofia. Deste grupo fazem parte ndo apenas as
E; ligases, mas genes relacionados a autofagia e a propria atividade lisossomal (catepsina
L), cuja expressdo pode ser alterada em diferentes situa¢bes patologicas [4,5,7]. Diferentes
fatores estdo envolvidos na hiperexpressdo dos atrogenes e na atividade dos sistemas
proteoliticos como os glicocorticoides, as espécies reativas de oxigénio (ROS), assim como
as citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNFo) [8, 9,10]. E
bem compreendido que o estado redox da célula é finamente regulado pelo balanco entre
0s sistemas oxidantes e antioxidantes, de modo que o desequilibrio destes gera o estresse
oxidativo [11]. Em células de mamiferos, a geracéo de espécies reativas de oxigénio como
0 anion superoxido (Oy"), radical hidroxila (*OH) ¢ o perdxido de hidrogénio (H,0,) séo
contrabalanceados por sistemas antioxidantes enzimaticos como a superdxido dismutase
(SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPX) e ndo enzimaticos como as vitaminas,
glutationa e outros tidis [11]. De modo que a manutengdo, assim como variagles estreitas
do estado redox, € fundamental para homeostasia celular. Nesta perspectiva o estresse
oxidativo e as situacdes inflamatorias sdo mecanismos importantes para o desenvolvimento
da atrofia muscular, fato que tem renovado na literatura o interesse no efeito de
antioxidantes na musculatura esquelética. Dentre as condic¢des clinicamente importantes, a
sepse se destaca como uma grande preocupacdo dada a alta prevaléncia e mortalidade.
Conceitualmente estd relacionada a intensa resposta inflamatéria do hospedeiro em
resposta a colonizacdo de microorganismos em tecidos estéreis, acompanhada de uma
profunda desestabilizacdo hemodindmica, alteracbes metabdlicas, estado inflamatorio
grave, estresse oxidativo [12]. No Brasil, a sepse também representa um grande desafio,
com mortalidade de 47% em pacientes de UT], elevando-se a 65% no choque séptico [13].
Uma das principais alteraces metabdlicas observadas no paciente séptico € a resposta
catabdlicas na musculatura esquelética, principalmente devido ao aumento da degradacdo
das proteinas miofibrilares [14]. O resveratrol (3,5,4’-triidroxiestilbeno) é um antioxidante
natural pertencente a classe das fitoalexinas e produzido a partir do metabolismo
secundario de mais de 70 espécies de plantas [15]. E produzido como os isémeros trans- e
cis-resveratrol, sendo a isoforma trans a de maior ocorréncia e mais estavel. Encontrado
nas uvas, com sua concentragdo média e de 50 a 400pug/g em extratos frescos de folhas. A
suplementacdo dietética com resveratrol melhora o metabolismo lipidio e glicidico em
musculo esquelético in vivo e in vitro, assim como atenua a atrofia muscular em animais
com tumor MAC16 [16]. Deste modo, este trabalho avaliou o efeito do resveratrol, um
antioxidante natural, na expressao dos atrogenes em musculos de ratos normais e sépticos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (x80g) fornecidos pelo Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE. Todos os procedimentos
envolvendo animais foram aprovados pelo CEUA/UFPE (proc. n°® 23076.01234/2012-79).
Os ratos foram anestesiados com solugéo de cloridrato de cetamina (100mg/kg) e xilazina
(10mg/kg, i.p.). Em seguida, foi realizada uma laparotomia exploratéria para
exteriorizacdo e posterior pungdo do ceco, preservando-se o leito vascular local. O ceco foi
perfurado 2 vezes com uma agulha de calibre 16G proximo a ligadura. Ao término da
cirurgia, os animais receberam 10mL/Kg de salina 0,9% por via subcutanea a fim de se
evitar a hipovolemia e choque séptico. Os animais controle foram submetidos a cirurgia
ficticia (grupo sham). Apdés 3 horas de sepse, 0s animais foram eutanasiados por
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descolamento cervical e o musculo extensor longo dos dedos (EDL) de ratos sham e
sépticos (CLP) foram rapidamente retirados, fixados pelos tenddes a suporte préprio para a
manutencdo do comprimento de repouso e incubados em tampdo Krebs Ringer
Bicarbonato na presenca de glicose (5mM) e incubados na presenca do resveratrol (10°
$M). Apds a incubacéo, os musculos EDL foram armazenados a -80°C. Em seguida 0 RNA
total foi extraido individualmente utilizando TRIzol (Invitrogen®, Carlsbad, CA) e os
niveis de MRNA de atrogina-1, MuRF1 e LC3 foram determinados usando PCR em tempo
real. A PCR em tempo real foi realizada utilizando um sistema de detec¢do de sequéncia
VABI7000 (Applied Biosystems®, Foster City, CA), um SuperScript 111 Platinum SYBR
Green One-Step RT-qPCR Kit com ROX (Invitrogen®, Carlsbad, CA), e primers para rato
de atrogina-1, MuRF1, LC3 e ciclofilina. Os resultados foram expressos como médias *
EP (erro padrdo). Para a andlise e interpretagdo dos dados foi realizado o teste “t” de
Student para comparacdo entre médias, seguido de pos-teste de Holm-Sidak para
comparagdo entre grupos. O nivel de significancia adotado foi de 5% (P<0,05).

RESULTADOS
O desenvolvimento da atrofia muscular envolve ndo apenas 0 aumento da atividade

dos sistemas proteoliticos, mas
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MuRF1 (~15X) e do gene autofagico, LC3 (~5X). De modo contraditério, o resveratrol
estimulou ainda mais a hiperexpressdo de MuRF1 em musculos de animais CLP (2X), sem
modular atrogina-1 e LC3 (fig. 1).

Figura 01 — Efeito do resveratrol (10°M) na expressdo génicas da atroginal, MuRF1 e
LC3 em musculos EDL de animais sham e sépticos.

DISCUSSAO
A sepse induzida pelo modelo de ligadura e puncéo do ceco € considerado o modelo que
melhor reproduz experimentalmente a condigdo clinica em animais [17,18]. E bem
demonstrado o intenso catabolismo proteico em fases iniciais da sepse como alternativa
para o fornecimento de aminoacidos para fungGes metabolicas em orgéos vitais [19].
Entretanto, a perda de proteinas musculares, sobretudo miofibrilares, estd diretamente
relacionada as principais comorbidades deste quadro, dentre elas o maior risco de
tromboembolias, atrofia muscular e perda da capacidade respiratoria [19]. Lira et al. [20]
demonstraram o0 aumento do catabolismo proteico apos 3 horas de infeccdo, fase que
precede a instalagdo da atrofia muscular na sepse. Nesta perspectiva, estratégias
terapéuticas que possam atenuar a perda excessiva de proteinas musculares, assim como
prevenir a instalacdo da atrofia muscular em condigOes debilitantes se tornam
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extremamente interessantes como alternativa de redugdo dos impactos negativos do
balango nitrogenado em pacientes. O desenvolvimento da atrofia muscular representa néo
somente a hiperatividade dos sistemas proteoliticos, mas a modulacdo de genes
coletivamente denominados atrogenes que incluem as E3-ligases e genes autofégicos [4].
Frost et al. [10] demonstraram a hiperexpressao de atrogina-1 e MuRF1 em mausculos
glicoliticos de ratos submetidos & ligadura e puncdo do ceco. De modo semelhante,
Alamdari et al. [21] evidenciaram que o resveratrol foi eficiente ao atenuar a expressdo
génica destas Es3 ligases induzida por dexametasona por um mecanismo dependente da
SIRT1. Contraditoriamente, em nosso estudo, o resveratrol ndo atenuou a hiperexpressao
destas Ej ligases e dos genes autoféagicos (LC3) induzida pela sepse, ao contrario elevou
ainda mais a expressdo da MuRF1 (fig. 1). Além disso, esta fitoalexina foi capaz de
prevenir a atrofia muscular induzida pelo fator de necrose tumoral alfa (TNFa) em células
C2C12 por um mecanismo que envolve a via Akt/mTOR/Foxol [22]. Esta aparente
contradicdo pode ser atribuida ao modelo de estudo avaliado, sobretudo porque os autores
anteriormente citados utilizaram cultura de células e neste trabalho utilizamos o tecido
muscular. Novos experimentos sdo necessarios para confirmacdo destes resultados.

CONCLUSOES
A CLP ap6s 3 horas de infec¢do induziu um aumento na expressdo dos genes atroficos,
entretanto, o resveratrol ndo a inibiu. Ao contrério, esta fitoalexina estimulou ainda mais a
expressao da MuRF1, uma importante E3-ligase envolvida com o processo atréfico. Nossos
resultados mostram claramente que o uso do resveratrol pode ndo representar uma
alternativa terapéutica em fases tdo agudas de infeccao.
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