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Resumo

A redugio da musculatura esquelética ou atrofia muscular ocorre
gradativamente a partir dos 30 anos de idade, mas com significincia
importante a partir da 5% década. Entretanto, ocorre em qualquer
idade, na privacdo alimentar de carboidratos e no trauma. Pode
ocorrer por denervagio, desuso, deficiéncia nutricional, desequilibrio
hormonal e inflamagao. A proteélise muscular ocorre predominante-
mente via ATP-ubiquitina-proteossoma e cooperativamente com os
sistemas calpaina e caspase 3. Como promotores da protedlise figu-
ram os glicocorticdides, o FOXO3 e as citocinas pré-inflamatdrias.
O TNFa, ativa o NF-kB tanto pelo Ca** intracelular como pelas
espécies reativas do oxigénio. Figuram como marcadores moleculares
da atrofia muscular, a expressio aumentada dos genes MAFbx/atro-
gina 1 e MUREF-1 e os marcadores proteoliticos como ubiquitina,
calpaina, miostatina, TNFa e NF-kB. No geral, a rabdomidlise tem
o estresse oxidativo como principal efetor e a disfun¢o mitocondrial,
apoptose celular, como desfecho.

Palavras-chave: rabdomidlise, protedlise, atrofia muscular,
caquexia.
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Abstract

A gradual reduction in muscle mass began to occur physiolo-
gically after 30 years of age achieving clinical importance beyond
the 5% decade of life. However it can occur earlier by the presence
of food-energy deprivation and/or in association with trauma.
Skeletal-muscle loss may occur by causes such as muscle dener-
vation, disuse, nutritional deficiencies, hormonal imbalance and
inflammation states. Muscle proteolysis occurs predominantly
through ATP-ubiquitin-proteasomal pathway, cooperatively with
systems of calpain and caspase 3. As proteolytic promoters there are
the glucocorticoids, FOXO3 and the pro-inflammatory cytokines.
TNFo activates NFkB either by increasing Ca** intracellular as
well by the increased reactive oxygen species. The over expression
of genes MAFbx/atrogin 1 and MURF-1 are the main molecular
markers of muscular atrophy whereas ubiquitin, calpain, TNFo and
NF«B figure as the proteolytic markers. In general, oxidative stress
is the main promoter of rhabdomyolysis and both mitochondrial
disfunction and cellular apoptosis are the outcomes.
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Introducéio

A musculatura esquelética constitui o maior tecido do
corpo. Sua reducio significativa estd associada a patologias
metabdlicas como diabetes melito tipo 2 (DM-2), obesidade,
dificuldades de cicatrizagio ¢ imunodepressio [1]. Adicional-
mente, por estar ligada aos maiores compartimentos coldgeno
e mineral do corpo, tem implicacdes importantes na densidade
mineral dssea e fungio osteoarticular. Como consequéncia
da menor aptidao fisica, hd comprometimento do equilibrio
com quedas, fraturas e maior mortalidade [2,3].

Na vida adulta a perda muscular ocorre quantitativamente
por atrofia sarcoplasmética, mais precisamente por proteélise
miofibrilar [4].

A massa muscular é mantida pelo balanco entre a sintese
¢ o catabolismo protéico miofibrilar, entre os processos de
apoptose e regeneragio ou ambos. O catabolismo protéico
¢ o principal determinante da deposicdo protéica muscular
adulta [5]. Assim, o processo de perda de massa ou atrofia
muscular é decorrente do predominio do catabolismo sobre
a sintese de suas proteinas [6].

A atrofia é acompanhada pela redugdo do tamanho
(didmetro) e niimero das miofibrilas e o determinante do
didmetro da fibra parece ser a densidade de miontcleos,
que guardariam propor¢io com o sarcoplasma e este com as
miofibrilas. Propor¢io andloga existiria entre a rede vascular
(e perfusdo) muscular e as miofibrilas.

Causas da atrofia muscular

A atrofia muscular esquelética pode ocorrer por de-
nervagio, desuso, desnutri¢do, desequilibrio hormonal ou
inflamacio [3].

A atrofia muscular por denervagio pode ser observada nas
condi¢oes de seccionamento de terminac¢io nervosa local ou
da medula espinal, assim como pela neurodegeneracio pa-
toldgica (Alzheimer, paralisia infantil) ou farmacolégica [7].

A atrofia por desuso ¢ vista nas situagoes de: imobilizagio
de membros, ventilacio mecinica (atrofia do diafragma),
microgravidade (vbos espaciais prolongados), hospitalizagio
longa (bed rest) e inatividade fisica cotidiana (sedentarismo) [8].

A atrofia por desnutri¢io ocorre por privacio dietética de
carboidratos e necessidade de preservar a homeostase glicé-
mica (pela neoglicogénese hepdtica) 4 custa de aminoécidos
da protedlise muscular.

A atrofia por desequilibrio hormonal estd associada ao
predominio dos horménios catabdlicos do eixo hipotdlamo-
hipéfise-adrenal: hormoénio adrenocorticotréfico, cortisol,
tiroxina e catecolaminas; sobre os hormonios anabdlicos
sistémicos: hormoénio do crescimento (GH), testosterona,
estrogénios, insulina e IGF-1 (insulin-like growth factor I).
Sao exemplos deste tipo de atrofia o ocorrido na menopau-
sa, hiperfun¢ao adrenal ou corticoterapia prolongada e na

senilidade [9-11].

De forma andloga, a atrofia inflamatéria se caracteriza pelo
predominio das citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-8
e TNFa) sobre as antiinflamatérias (IL-2 e IL-10).

Quando persistido cronicamente, esse padrio citocinico
(TNFa) retroalimentado positivamente pelo estresse oxida-
tivo [12,13], leva a sindrome de caquexia, em que o desgaste
muscular (com relativa preservagio do tecido adiposo) é acom-
panhado de anorexia, anemia, hipoalbuminemia, dificuldade
de cicatrizagio e imunodeficiéncia [1]. Sao exemplos de caque-
xia: a artrite reumatéide, o cincer e AIDS. Entretanto, nio se
exclui a participacdo inflamatdria na hipotrofia muscular do
alcodlatra, renal crénico e do obeso. As causas nutricionais e
sedentarismo estao intimamente associadas [11,14].

Mecanismos proteoliticos

A degradacio das proteinas musculares ocorre por quatro
vias proteoliticas principais: a lisossdbmica [15], a proteos-
sdémica dependente da ubiquitina (Ub) [16], as proteases
célcio (Ca*) dependentes (calpainas I e II) e suas inibidoras
(calpastatinas), existentes no citosol e; por fim, o sistema que
envolve a caspase 3, enzima citosdlica participante também
do processo de apoptose celular [8].

Protedlise lisossdmica

Na protedlise lisossdmica, as proteinas encaminhadas a
organela sio degradadas por proteases dcidas denominadas
catepsinas. Diferentes vias sio usadas para entregar substratos
proteicos intracelulares aos lisossomos: microautofagia, cri-
nofagia, autofagia mediada por chaperonas e macroautofagia
[15].

O musculo esquelético contém poucos lisossomos e esse
sistema ¢, provavelmente, responsdvel pelo catabolismo,
apenas, de algumas proteinas de vida longa, de proteinas
membranosas ou ambas e pela eliminagio de organelas. Os
sistemas fomentadores de macroautofagia e autofagia mediada
por chaperonas, que sio pouco intensos em condi¢oes basais,
sao estimulados em condigoes de estresse como: jejum crénico,
estresse oxidativo e exposi¢do celular a compostos tdxicos [17].

Proteélise dependente da via ATP-ubiquitina-
proteossoma

A protedlise proteossomal é dependente da ubiquitina
(Ub), proteina norteadora da proteina a ser destruida. A via
proteolitica ubiquitina-proteossoma constitui importante
mecanismo no catabolismo proteico de células eucariéticas,
sendo estimulado em situagées de diminuigao do trabalho
muscular, denervagao, tratamento com glicocorticéide (de-
xametasona), administracio de IL-1, estresse inflamatério e
cancer [18,19]. Essa via envolve, basicamente, duas etapas:
a ligacdo covalente da ubiquitina ao substrato proteico a ser
destruido e o catabolismo proteico por proteases do proteos-
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soma 26S, estrutura em forma de tubo, dotada de proteases,
em seu interior, responsdveis pela fragmentacio da cadeia
polipeptidica em peptideos livres.

A ubiquitinagio do substrato inicia-se com a ativagio de
pelo menos 3 classes de proteinas: E1, ativadora da Ub; E2,
conjugadora da Ub e; E3, ligases da Ub. Sao responsdveis pela
conjugacio da Ub as proteinas intracelulares, que sio reco-
nhecidas e degradadas no proteossoma [20]. A E3 Ub-ligase,
também, ¢ conhecida como muscle ring finger (MuRF-1)
e a muscle athophy F-box (MAFbx/atrogina 1). MuRF-1
e MAFbx/atrogina 1 sio genes que apresentam expressao
elevada no musculo atréfico. A expressio proteica (E3 Ub-
ligase) é responsével pela conjugacio especifica da ubiquitina
a0 substrato [18,21]. Paralelamente, hd maior expressio do
mRNA do proteossoma 26S (contendo as proteases) [16].

A transcri¢ao dos genes reguladores da atrofia (MAFbx/
atrogina 1 e MuRF-1) é regulada pelos fatores transcricionais
da familia FOXO (fork head box O): FOXO1 ¢ FOXO3. A
atividade desses fatores transcricionais ¢ modulada pela serina/
treonina quinase Akt. A fosforilagio da Akt inibe a agio dos
fatores FOXO e, consequentemente, a ativagio dos genes da
atrofia. Reciprocamente, a nao-fosforilagio da Akt permite a
atividade dos fatores FOXO, promovendo a atrofia muscular,

decorrente da maior expressio dos genes MAFbx/atrogina 1
e MuRF-1 [22](Figura 1).

Figura 1 - esquema da integragio dos processos de apoptose e pro-

tedlise muscular.
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O composto ubiquitinado dirige-se ao proteossoma e ¢
reconhecido pela subunidade 8S, iniciando-se o desenove-

lamento da cadeia polipeptidica, permitindo assim a acdo
das proteases presentes na subunidade 208, liberando os
peptideos livres.

Protedélise cédlcio dependente

A atividade proteolitica dependente de cdlcio é condicional
a atividade de cisteina-proteases, conhecidas como calpainas
[23], e decorrente do predominio das calpainas sobre as cal-
pastatinas, inibidoras enddégenas da primeira. As isoformas
bem caracterizadas da calpaina sio calpaina 1 (ou p-calpaina),
calpaina 2 (ou m-calpaina) e calpaina 3 (ou p97), sendo esta
misculo especifica [24].

Variagoes na expressio dos niveis de calpainas ¢ de seus
reguladores foram relatados na atrofia muscular induzida pelo
desuso, no envelhecimento com auséncia de exercicio fisico
e no tratamento com dexametasona [21].

Similarmente s catepsinas, as calpainas no sio sistema-
ticamente ativadas e, provavelmente, nio sio diretamente
responséveis pelo catabolismo de actina e miosina. Sugere-se,
entretanto, que possam atuar na desagregacio das proteinas
sarcoméricas, passo inicial para degradacio das proteinas
miofibrilares pelo sistema proteossomal [25].

As calpainas estdo envolvidas em diferentes mecanismos
celulares: proliferagio, migracio e fusio dos mioblastos, asso-
ciados 4 regeneragio muscular. Participam ainda na regulagio
da apoptose e proliferacio das células satélites [26], células
tronco musculares dotadas da capacidade de regeneragio das
fibras musculares submetidas a estimulos catabélicos (exer-
cicio excéntrico, ferimentos etc) [27].

Proteélise dependente das caspases

A caspase 3 é a protease que cataboliza proteinas muscu-
lares de estrutura complexa (ex: actina/miosina), tornando-as
vidveis a serem degradadas completamente pelo sistema Ub-
proteossoma [28].

As espécies reativas de oxigénio (EROs), geradas no musculo
tanto em repouso como no exercicio, quando nio neutralizadas,
resultam em estado de estresse oxidativo, que podem levar a
rabdomidlise tanto pela protedlise via caspase 3, como pela
apoptose via disfun¢io mitocondrial [6]. Ambas sdo decorrentes
da maior concentragio citosélica de Ca++ (Figura 1).

A protedlise pela caspase 3 ocorre, tanto pelo aumento do
Ca** intracelular, através da via: Ca** — calpaina — caspase
12 — caspase 3, como pela citocromo oxidase, liberada em
situacdes de agressio mitocondrial, pela via: calpaina — BID
— tBID — mitocondria — citocromo ¢ — caspase 3 [8].

Adicionalmente, o Ca™ pode induzir a geragio de EROs,
tanto pela via: Ca++ — nNOS — NO — EROs, como pelos
estdgios mitocondriais 3 — 4 — EROs e também pelo trans-
dutor do sarcolema PkC — ERk 1/2 — NAD(P)se — EROs.
As EROs podem ainda ser geradas, independentemente do
Ca*, via xantina oxidase [8].
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Integragao dos mecanismos proteoliticos

Citocinas pré-inflamatérias agem como estimuladores
proteoliticos via ativagdo do NF-kB, tanto por EROs como
pela mobilizagio do Ca** do reticulo sarcoplasmdtico [29]
(figura 1). Nesse sentido, a rabdomidlise induzida pelo TNFa.
estd associada as EROs e alteragoes de indicadores pré-antio-
xidantes como GSH/GSSG (glutationa reduzida/oxidada).

EROs levam a ativagio das vias sinalizadoras que ativam
fatores de transcricao (NF-xB, FOXO) [25] (Figura 1).

As enzimas de ubiquitinagao (ligases) sio reguladas por
mecanismos S-tiolizacio/detiolizagdo e, portanto, susceptiveis
ao estresse oxidativo [30].

Assim, a atrofia muscular decorrente do TNFa estd asso-
ciada 2 ativagdo do NF-kB com ligacio ao sistema proteos-
somal [6], pela indu¢ao da E3 Ub-ligase (MuRF-1 e MAFbx/
atrogina 1) [31] (Figura 1).

Embora seja aceito que o sistema ATP-Ub-proteossomal
seja o predominante na protedlise muscular [32,33], foi de-
monstrado que o sistema proteossomal ¢ capaz de degradar
actina ou miosina isoladamente, mas nio a miofibrila. Desta
forma, as proteinas miofibrilares primeiro seriam liberadas
pela protedlise da titina por calpainas concentradas na linha
Z. Assim, os estdgios iniciais da rabdomiélise seriam depen-
dentes das calpainas e caspase 3 e os finais pelo sistema Ub-

proteossomal [33,34].
Ativadores da proteélise muscular

Dentre os promotores a via proteolitica (Ub-proteossoma),
encontra-se os fatores de transcricio (FOXQO), sendo o estresse
oxidativo o principal sinal “upstream” para a proteélise miofi-
brilar [8]. O principal alvo proteolitico do estresse oxidativo
seria a ativagdo da caspase 3 adicional a disfun¢io mitocondrial
e apoptose celular [6] (Figura 1).

A expressio aumentada dos genes da E3-Ub ligase mus-
cular ¢ vista na atrofia muscular das condigoes de jejum,
diabetes, microgravidades, imobilizacdo e deficiéncias de
nutrientes [18,19,35]. Essa expressio pode ser estimulada
pelo tratamento da célula muscular com TNFa. via ativagio
da p38/MAPk [36]. Acredita-se que na atrofia induzida pelo
desuso a expressdo aumentada do MuRF-1 e MAFbx/atrogina
1, seja induzida pelo sinalizador Ikk-NF-xB [37].

O TNFa é ativador potente do NF-kB e hd ligacio entre
TNFa-NF-kB e o sistema proteolitico ubiquitina dependente
[6] (figura 1). A inibicdo do NF«kB reduz a protedlise em
cultura de células musculares [29], enquanto o tratamento
cronico com TNFa resulta em perda de miosina [31]. As
concentragoes de TNFo ampliam a transcrigio de NF-xB,
suprimindo o fator de diferenciagio muscular MyoD e pre-
judicando o reparo muscular [38]. O TNFa induz a E3-Ub
ligase, com consequente atrofia muscular e redugio da forca
contrdtil, em mecanismo semelhante ao da cardiomiopatia
crbnica [31].

Assim, figuram como marcadores moleculares da atrofia
muscular a expressio aumentada dos genes MAFbx/atrogina-1
e MUREF-1 [18,19]. Como mediadores proteoliticos incluem
Ub, calpaina, miostatina, TNFo e NF-«xB [6].

No jejum e em patologias como cAncer e insuficiéncia
renal cronica, os glicocorticéides tém mostrado atividade
“upstream”, aumentando a expressio da E3-UD ligase e mios-
tatina [39]. As citocinas pro-inflamatérias, particularmente o
TNFa, agem como estimuladores, pela ativacdo do NF-«B
tanto pelo estresse oxidativo como pela mobilizagao do célcio
intracelular (e disfun¢io mitocondrial) (figura 1).

Distarbios no balango de oxi-redugio sio mecanismos
regulatérios criticos na ativacio de ambos, calpainas e caspase
3, durante a atrofia do miotibo [40]. Estresse oxidativo e
inflamagéo sdo fortemente correlacionados e contribuem
para os estados de atrofia muscular. Além desses, resisténcia
insulinica e acidose metabélica também constituem estimulos
rabdomioliticos. A deficiéncia insulinica experimental resulta na
hiperativagio do sistema ATP-Ub-proteossoma pela expressao
génica [41]. A protedlise muscular induzida pela acidose é via
ATP-Ub-proteossoma, mas requer as concentragdes aumenta-
das de glicocorticdides decorrentes da acidose metabdlica [42].

Nos exercicios exaustivos ou nos modelos de exercicios
excéntricos, hd danos musculares relatados em individuos
sadios. Sao caracterizados por danos morfoldgicos e celulares,
com vazamento de constituintes celulares para a circulacio,
resposta inflamatéria, disfungao muscular e dor [43]. Nestas
condic¢des, hd aumento dos mediadores proteoliticos (E3-Ub
ligase, proteossoma 26S e calpaina) [44]. No dano muscular
pelo exercicio exaustivo hd dor (sinal clinico), perda de forca
(sinal funcional) e elevagio dos marcadores musculares no
sangue (sinal bioquimico) [45].

Assim, tanto os processos miostdticos, como os rabdo-
mioliticos tém no estresse oxidativo seu principal efetor ¢ a
apoptose celular por disfungdo mitocondrial seu desfecho.
Como estimulos, hd aumento do cilcio intracelular, atividade
pré-inflamatdria, elevagio dos glicocorticéides, denervagio e
dano muscular por exercicio exaustivo (Figura 1).

Ratos SOD -/- (superéxido dismutase) desenvolvem
atrofia (redugio do didmetro das fibras e nimero de mio-
ntcleos) associadamente a maior protedlise e apoptose com
maiores atividades das calpainas, caspase 3 e endonuclease G
(e fragmentagio do DNA) [46]. Citocinas pré-inflamatérias
(IL1, IL-6, IL-8 ¢ TNFa) agem como mediadores proteoli-
ticos “upstream” pela ativagio do NF-kB, o que é feito tanto
pela mobilizacio do Ca** intracelular (das EROs) como pela
produgio de EROs [29].

A restricao caldrica e o treinamento fisico reduzem a
producio de EROs e aumentam a defesa antioxidante, res-
pectivamente, neutralizando o estresse oxidativo. As EROs sio
os principais processos ativadores da disfun¢io mitocondrial
e rabdomidlise. A restrigio calérica aumenta a biogénese mi-
tocondrial (via PGC-1 a., peroxisome proliferator-activated
receptor Y coactivator-1a) e a sensibilidade insulinica (via
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PI3K, phosphoinositide 3-kinase), ambos pela ativagio da
deacetilase sirtuina (SIRT1) (figura 1).

Em animais SOD-/- a restri¢io calérica reduz a geragio de

EROs, aumenta a sobrevida, reverte os efeitos da denervagio
e a intolerAncia dos animais ao exercicio fisico [46].

Concluséo

Em conclusdo, pode-se afirmar que a rabdomidlise tem,

de forma geral, o estresse oxidativo como principal efetor. Por
outro lado, a disfun¢io mitocondrial com apoptose celular

parece consistir em seu principal desfecho.
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