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Resumo
O musculo estriado esquelético esta envolvido com vérias atividades, como locomogio,

respiragdo ¢ metabolismo energético. Para isso, uma rede de vias de sinalizagdo interage
durante a manutencdo e integridade da massa muscular para garantir ¢ evitar processos que
resultem em anabolismo ou catabolismo excessivo. Mediante lesdes musculares, esse tecido
possui capacidade de regeneracdo pela ativacdo de células satélites, que desencadeiam uma
cascata de sinalizacdo molecular semelhante a observada na miogénese embrionaria. Outros
fatores, como os fatores de crescimento, os microRNAs e fatores epigenéticos também
participam desse processo de regeneracdo e do crescimento muscular por hipertrofia. Estudos
identificando os mecanismos de regulagdo e a interagdo das vias de sinalizacdo do musculo
estriado esquelético podem auxiliar no desenvolvimento de futuras terapias génicas mediante

condi¢des patologicas.

Palavras-chave: Fatores miogénicos, miogénese, células satélites.

Abstract
Striated skeletal muscle is involved with various activities, such as locomotion, breathing, and

energy metabolism. For this, a signaling network interacts during the maintenance and
integrity of muscle mass to ensure and avoid processes that result in anabolism or excessive
catabolism. Through muscle injuries, this tissue has regenerative capacity by the activation of
satellite cells, which trigger a cascade of molecular regulation similar that observed in
embryonic myogenesis. Other factors, such as growth factors, microRNAs and epigenetic
factors also participate in this process of regeneration and muscle growth by hypertrophy.
Studies identifying the mechanisms of regulation and the interaction of skeletal muscle
signaling pathways may assist in the development of future gene therapies by pathological

conditions.

Key-words: Myogenic factors, Myogenesis, satellite cells.

INTRODUCAO

Nos humanos, o musculo estriado esquelético representa, aproximadamente, 40% da
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massa corporal, possuindo fungdes vitais a sobrevivéncia, como locomog¢do e metabolismo
energético (revisado por SUH; JUNG; LEE, 2018).

Adicionalmente, esse tipo de musculo possui uma capacidade unica, a plasticidade,
que o permite se adaptar a diversas condi¢cdes, como crescimento e atrofia, mediante
condi¢des normais e patologicas (revisado por BRAUN e GAUTEL, 2011; BUCKINGHAM
e RIGBY, 2014).Essa caracteristica ocorre especialmente devido a presenca de células
satélites (SCs, do inglés satelitecell) que se localizam entre o sarcolema e a lamina basal da
fibra muscular. Essas células permanecem em um estado quiescente e sdo ativadas durante o
crescimento muscular € em casos de lesdo. Nesse ultimo caso, as fibras musculares lesionadas
iniciam um processo de regeneracdo, dependente das células satélites ativadas, as quais se
diferenciam e se fundem a miofibras pré-existentes (RUDNICKI et al., 2013).

A identificagdo das SCs pode ser realizada através de varias técnicas, entre as quais a
analise da expressdo de marcadores moleculares nucleares e de superficie, especialmente os
componentes da familiaPaired box protein, como o Pax7 e Pax3 (SEALE et al., 2000).
Quando ativadas, essas proteinas desencadeiam a expressdo dosfatores de regulagdo
miogénica (MRFs, do inglés MyogenicRegulatory Factor), como Myf5 e MyoD, que
estimulam a transcricdo de genes musculo especificos durante a miogénese, crescimento e
regeneragdo (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012; revisado porROSSI ¢ MESSINA,
2014).

Durante a regeneragdo, o IGF-1, estimula a proliferacdo e diferenciagdo das SCs, além
de ativar a via de sinalizacdo PI3K/Akt, conservada entre os mamiferos, e que possui efeito
anabolico no musculo estriado esquelético (ROMMEL et al., 2001).0 Akt, também conhecida
como proteina quinase B, por sua vez, controla tanto as vias de sintese, através da proteina
alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR), quanto as vias de degradagdo proteica, através
dos fatores de transcri¢do da familia FoxO (Revisado porSCHIAFFINO e MAMMUCARI,
2011).A interrelagdo dessas vias, apesar de complexa, associado a varios outros sistemas de
sintese e degradagdo, como os sistemas proteoliticos, quando em equilibrio, garante a
manutengdo da massa muscular, sem iniciar um processo de anabolismo ou catabolismo
(MCCARTHY E ESSER, 2010; RUDAR; FIOROTTO; DAVIS, 2018).

Estudos recentes mostram que a expressdo dos MRFs pode ser regulada pos-
transcricionalmente pelos microRNAs (miRNAs) (revisado por BARTEL, 2004; LEE, 1993),
dentre os quais estdo aqueles especificos do muisculo esquelético (myomiRs), pois podem

estimular ou reprimir a miogénese, bem como progressdo do ciclo celular e diferenciagdo
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muscular (revisado por CACCHIARELLI et al., 2011).

Modificagcdes na cromatina podem ocorrer através de enzimas que promovem sua
metilacdo, desacetilagdo e/ou a ubiquitinizagdo, resultando em uma reprogramagio
epigenética dos promotores musculares em varios estagios da miogé€nese ou regeneragdo
muscular (revisado porMCGEE e WALDER, 2017) e na concepgdo de memoria epigenética,
a qual pode ser desenvolvida mediante a pratica de exercicios e¢ uso de suplementos
(SEABORNE et al., 2018).

Nesse sentido, ¢ notdvel a complexidade das regulagdes moleculares para a
manuten¢do do musculo estriado esquelético e quio necessario se faz a compreensdo desses
mecanismos a fim de facilitar as futuras intervenc¢des da terapia génica e biotecnologia
mediante as patologias.

Assim, o objetivo desse trabalho foi elaborar uma revisdo de literatura sobre as
principais vias de sinalizacdo envolvidas com o crescimento, manutencdo e adaptacdo do

musculo estriado esquelético a diferentes estimulos.

DESENVOLVIMENTO

A presente revisdo bibliografica sobre o tema musculo estriado esquelético
foirealizada utilizando-se as palavras-chave desse trabalho nas bases de dados PubMed, Web
of Science, SCIELO, MEDLINE, LILACS e Google académico, com a finalidade de reunir e
comparar as informagdes nas fontes consultadas.

Miogénese e Fatores de regulacio miogénica

A origem dos musculos estriados esqueléticos ocorre durante o desenvolvimento
embrionario, logo apods a gastrulacdo, especificamente ap6és a neurulacdo. As células
mesodérmicas se organizam e formam o mesoderma da placa lateral, o0 mesoderma paraxial
(MP) e o mesoderma intermediario. O MP, também denominado pré-somitico, ¢ o progenitor
dos musculos estriados esqueléticos. Caudalmente a futura regido cervical do embrido, oMP
segmenta-se, na direcdo rostro-caudal, formando blocos de células mesodérmicas conhecidos
como somitos, nos quais ocorrerd a especificacdo da linhagem muscular durante a miogénese
(revisado por CHAL e PORQUIE, 2017; CHANG e KIOUSSI, 2018).

O MP ¢é composto por duas fileiras bilateraisde células dispostas ao redor da notocorda
¢ do tubo neural. A parte ndo-segmentada origina os musculos craniofaciais e cardiacos, e 0s

demais musculos esqueléticos do tronco e dos membros originam-se do MP segmentado nos
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somitos (revisado porRANDOLPH e PAVLATH, 2015).

A determinagdo e diferenciacdo de cada célula mesodérmica depende diretamente de
moléculas sinalizadoras extracelulares, incluindo Wnts, Retinoicacid (RA), Sonic
HedgehogHomolog(SHH), FibroblastGrowth Factor (FGF) e BoneMorphogeneticProteins
(BMPs). Essas moléculas s@o secretadas a partir do tubo neural, notocorda e ectoderma,
ativando os fatores de transcri¢do relacionados as vias de sinaliza¢do para a especificagdo das
células miogénicas (BORYCKI ¢ EMERSON, 2000; BAILEY; HOLOWACZ; LASSAR,
2001) que passam a ser denominadas mioblastos.

Os mioblastos,morfologicamente, sdocélulas fusiformesque possuem um tnico nucleo
em posi¢do central. Possuem alta capacidade proliferativa ¢ migram para as regides onde os
musculos esqueléticos deverdo se formar para iniciar seu alinhamento. Uma vez alinhados,
esses mioblastos iniciam o processo de fusdo entre si, originando miotubos multinucleadosque
se diferenciam em fibras musculares maduras. A formagdo dos miotubos ocorre em duas
etapas distintas. Inicialmente, formam-se os miotubos primarios, a partir de uma populagdo de
mioblastos embrionarios, que se diferenciam nas fibras musculares primarias. Essas fibras
servem de suporte para o alinhamento e fusdo de uma segunda populagdo de mioblastos,
denominados fetais, que se fundem formando os miotubos secundarios, os quais se
diferenciam nas fibras secundarias (revisado porDAL PAI SILVA; DAL PAI; CARVALHO,
2005).

As ectapas de proliferagio e diferenciacdo dos mioblastos sdo diretamente
dependentes  dos  fatores de  regulagdo  miogénica (MRFs, do inglés,
Myogenicregulatoryfactors), como a MyoD, Myf5, Miogenina (Myog), e 0 MRF4. Os MRFs
compartilham um dominio conhecido como basic Helix-Loop-Helix (b HLH) e reconhecem,
através de seu dominio basico, uma sequéncia consenso no DNA conhecida como E-box (5'-
CANNTG-3"), presente na regido promotora da maioria dos genes musculo-especificos
(LASSAR et al., 1989; MURRE et al., 1989; BLACKWELL ¢ WEINTRAUB, 1990). A
regido Helix-Loop-Helix dos MRFs constitui o dominio de ligagdo dessa molécula com
proteinas E, como E12 ¢ E47 (MURRE et al., 1989). A ligagdo do heterodimero MRF-
proteina E ou de homodimeros dos MRFs a sequéncia E-box ativa a transcricdo de genes
musculo-especificos, levando a sua expressio (MURRE et al., 1989, 1994; LASSAR et al.,
1991).

A expressdo de MyoD e Myf5 determina o comprometimento das células somiticas em

formar os mioblastos e controlam a sua proliferagdo, enquantoMyog e MRF4 controlam a
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diferenciagdo dos mioblastos emmiotubose, desses, em fibras musculares maduras (revisado
por CHANG e KIOUSSI, 2018).

Alguns mioblastos ndo se fundem durante a miogénese ¢ permanecem em estado
quiescente, sendo denominados mioblastos adultos, indiferenciados ou células satélites (SC,
inglés satellitecell), as quais participam dos processos de crescimento e regeneracdomuscular

(revisado porDAL PAI-SILVA e CARVALHO, 2007).

Células satélites

As células satélites (SCs, do inglés satellitecell), derivadas dos somitos, s@o assim
denominadas devido a sua intima associacdo com a membrana plasmatica das fibras
musculares maduras, localizando-se entre o sarcolema e a lamina basal dessas células (YIN;
PRICE; RUDNICKI, 2013). Morfologicamente, sdo células que possuem poucas organelas,
nicleo pequeno e cromatina condensada, caracterizando sua quiescéncia e estado
transcricional inativo (SCHULTZ; GIBSON; CHAMPION, 1978).

Além da microscopia, a identificacdo das SCs pode ser realizada através da analise da
expressdo de marcadores moleculares nucleares e de superficie, especialmente os
componentes da familia Paired box protein, como Pax7 e Pax3 (SEALE et al., 2000). Estudos
tem demonstrado haver especificidade e conservacdo da expressdo desses marcadores em
todas as SCs quiescentes e proliferativas em diversas espécies, como seres humanos,
camundongos, aves, répteis ¢ peixes (SEALE et al., 2000; MCLOON e WIRTSCHAFTER,
2003; HAMMOND et al., 2007).

A quantidade de células satélites varia entre os tipos de fibras musculares, fases do
desenvolvimento e espécies, indicando uma possivel heterogeneidade na populacdo dessas
células em diferentes fibras. Ha uma concentracdo das SCs nas extremidades das fibras
musculares, favorecendo o crescimento, nas regides perissinapticas e proximo aos capilares
(revisado por YIN; PRICE; RUDNICKI, 2013).

As SCs quiescentes podem ser ativadas, por estimulos especificos, passando por varias
divisdes mitoticas. Devida a sua capacidade de auto-renovacdo, as SCs sdo consideradas
células-tronco miogénicas (MOSS e LEBLOND, 1971 apud SNIJDERS et al., 2015).

A ativagdo, proliferagdo e diferenciagdo das SCs ¢ controlada por varios fatores, entre
os quais estdo os MRFs. Nesse sentido, as SCs podem ser subclassificadas de acordo com a
expressdao de Myf5, um marcador miogénico. As SCs, que nunca manifestaram a expressao de

Myf5, sdo consideradas células-tronco satélites, que se dividem simetricamente, originando
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duas células filhas idénticas a SC mae, mantendo o nicho de células satélites e auxiliando no
processo de crescimento e regeneragdo muscular a longo prazo. Ja as SCs que ja expressaram
Myf5, sdo consideradas SC miogénicas e sofrem um processo de divisdo celular assimétrico,
originando uma célula filha que ndo expressa Myf5 (SC tronco) e outra na qual esse fator ja
foi expresso (SC miogénica) As SCs miogénicas estdo comprometidas com a diferenciagdo
durante o crescimento e regeneracdo muscular (YIN; PRICE; RUDNICKI, 2013).

A proliferagdo e diferenciacdo das SCs em adultos estdo diretamente associadas a
capacidade de regeneragdo do musculo estriado esquelético, sendo esse processo uma resposta
a lesdes musculares promovidas, por exemplo, por exercicios intensos ou defeitos genéticos,
como as distrofias musculares. Essas lesdes musculares sdo caracterizadas pela necrose das
fibras musculares e intensa resposta inflamatoria (revisado por YIN; PRICE; RUDNICKI,
2013; CHAL e POURQUIE, 2017).

Crescimento muscular

O processo de crescimento muscular pos-natal pode ocorrer através de dois processos
distintos entre si, a hipertrofia e a hiperplasia, com a participacdo das SCs. Em ambos os
casos, as SCs quiescentes sdo ativadas, iniciam varios ciclos de proliferacdo e passam a ser
denominadas células precursoras miogénicas (MPCs) ou mioblastos adultos. Na hipertrofia,
esses mioblastos se fundem a fibra muscular pré-existente, resultando em um aumento na
quantidade de nticleos e aumento na sintese de miofibrilas. O aumento na sintese de proteinas
musculares promove o aumento no didmetro da fibra muscular, caracterizando a hipertrofia.
Na hiperplasia, os mioblastos sofrem fusdo entre si, formando miotubos multinucleados que
se diferenciam em fibras musculares maduras.Nos mamiferos, a hiperplasia ocorre durante a
vida pré-natal e cessa em um curto periodo apds o desenvolvimento embrionario; na vida pos-
natal, o crescimento muscular ocorre, exclusivamente, por hipertrofia (revisado por DAL PAI

SILVA; DAL PAI; CARVALHO, 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema ilustrando os mecanismos de crescimento muscular. As células satélites ativadas passam por
divisdes celulares assimétricas, nas quais uma célula filha permanece como célula satélite e a outra ¢é
determinada a contribuir com o crescimento muscular, passando a se chamar mioblasto. Os mioblastos migram
para destinos especificos, podendo se alinhar sobre uma fibra preexistente e sofrer fusdo entre si, para formar um
novo miotubos que se diferencia em uma nova fibra muscular (hiperplasia). Outros mioblastos (nucleos) podem
ser internalizados a fibra preexistente, para aumentar a sintese de miofibrilas, aumentando o didmetro da fibra
(hipertrofia) (Adaptado de JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011).

O processo de aumento de massa muscular,por meio da hipertrofia, nos mamiferos
pode ser consequéncia de um estimulo fisioldgico, como sobrecarga de exercicios de
resisténcia,ou modulagdes endodcrinas, como uso de hormonios esteroides anabolizantes ou do
crescimento (revisado por DAL PAI SILVA; DAL PAL; CARVALHO, 2005).

Durante o crescimento muscular ocorre a retomada dos eventos observados durante a
miogénese. Alguns autores subdividem a miogé€nese em quatro estidgios: embriondria (ou
primaria), fetal (ou secundaria),neonatal e adulta. Asmiogéneses embrionaria e fetal ocorrem
na vida pré-natal e sdo caracterizadas pelo aumento no niimero de fibras musculares primarias
e secundarias, respectivamente, por hiperplasia. Na miogé€nese neonatal ocorre a especificagdo
dos tipos de fibras musculares. A miogénese adulta (pos-natal) é responsavel pela homeostase
da musculatura esquelética, ocorrendo pela agdo das SCs. Nesse periodo, a ativagdo das SCs
contribui para o crescimento hipertréfico ¢ a regeneragdo muscular(Revisado porCHAL e

POURQUIE, 2017).
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De modo semelhante, no caso de lesdes ou qualquer dano as fibras musculares,
associados a estimulos de fatores de crescimentos, as SCstambém sdo ativadas, iniciando sua
proliferacdo e fusdo a fibra muscular lesionada, caracterizando a regeneragdo muscular

(ALLOUH; YABLONKA-REUVENI; ROSSER, 2008).

Regeneracio muscular

O musculo estriado esquelético se encontra em constante atividade uma vez que suas
fungdes, como locomogao, respiragdo ¢ metabolismo energético, sdo vitais a sobrevivéncia
dos seres humanos, sendo esse vulneravel a micro e macrolesdes cotidianas, como traumas
mecanicos, estresse térmico, agentes miotoxicos, isquemia, lesdes nervosas e outras condigdes
patologicas. A causa mais comum de injuria muscular ¢ o trauma mecanico. Nessas lesdes, o
sarcolema e a lamina basal perdem a sua integridade, levando a um influxo de célcio na fibra
lesionada, com degradag@o de proteinas musculares (catabolismo) e necrose (Revisado por
YANG e HU, 2018).

Em condigdes ndo patoldgicas, as fibras musculares podem ser regeneradas, tendo
todas as suas funcdes restauradas. O processo de regeneragdo muscular ¢ mediado pelas SCs
que, em resposta a estimulos, como exercicios e traumas, sdo ativadas, retomando seu ciclo
celular para proliferagdoe posterior diferenciagdo em novos miotubos ou fusdo as fibras
danificadas para reparar a lesdo (Revisado por YANG e HU, 2018).

A regeneracdo muscular pode ser dividida em algumas etapas: necrose da fibra
muscular lesionada, ativacdo das SCs quiescentes, proliferacio das SCs ativadas,
diferenciacdo das SCs em novos miotubos e maturagdo e remodelagdo das fibras musculares
recém-formadas. Em todas essas etapas, sdo observadas inflamacgdo aguda e presenga de
células do sistema Imune (Revisado por YANG ¢ HU, 2018).

Na fase inicial da regeneracdo muscular, as fibras lesionadas sofrem necrose em
resposta ao trauma. O sarcolema ¢ danificado e o conteudo celular e fatores quimiotaticossao
liberados na matriz extracelular, induzindo a infiltragdo de células inflamatorias. Essas células
auxiliam na limpeza das fibras danificadas nolocal da lesdo e secretam varios tiposde
citocinas para recrutar mais células imunese podem desencadear a ativacdo, proliferacio e
diferenciagdo das SCs (Revisado por YANG e HU, 2018).

Uma vez expostas ao ambiente da lesdo, as SCs quiescentes sdo ativadas e passam por
varios ciclos de divisdo celular, estdgio no qual podem ser denominadas de células

precursoras miogénicas (MPCs) ou mioblastos adultos. O controle dessa proliferacdo se da
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pela alta expressdao dos MRFsMyoD e Myf5. O destino dos mioblastos depende do tipo de
lesdo sofrida pela fibra muscular (Revisado por YANG e HU, 2018). Se esse miotrauma for
adaptativo, como o exercicio fisico, os mioblastos migram para a regido danificada e fundem-
se a fibra muscular pré-existente para reparar o local da microlesdo e/ou adicionar nucleos
para ampliar a taxa de sintese proteica (hipertrofia). Porém, em situacdes de miotraumas
severos em que ocorre necrose das fibras, por agdo de miotoxinas e distrofias musculares, por
exemplo, os mioblastos poderdo se alinhar e fundir-se entre si, para formar uma nova fibra
muscular (revisado por CHARGE ¢ RUDNICKI, 2004). Nesses processos, a diferenciagio
dos mioblastos ¢ controlada pela expressio dos MRFsMiogenina e MRF4. Em seguida, as
fibras musculares reparadas ou recém-formadas crescem e se tornam semelhantes as fibras
originais. Devido a sua capacidade de divisdo celular assimétrica, mencionada anteriormente,
parte das SCs ativadas pode retornar a quiescéncia e reabastecer a populagdo original para

uma futura necessidade de regeneragdo (Revisado por YANG e HU, 2018) (Figura 2).

A .m.
Pax7
c-met'FGFRs

Figura 2. Representagdo dos eventos moleculares relacionados com a ativagdo das células satélites durante a
regeneragao muscular. Apds uma lesdo na fibra muscular (A), as células satélitessdo ativadas para entrar no ciclo
celular, passando por varias rodadas de proliferacdo (B) sob controle da MyoD, Myf5 e Pax 7. Apds a
proliferagdo, as SCs se diferenciam em mioblastos (C) que sofrem fusdo & uma fibra lesionada ou se fundem
entre si para formar uma nova fibra (D), dependendo da severidade do miotrauma sofrido pela fibra
muscular.Algumas células satélites retornam ao estado quiescente para manutencio da sua populagio (E). Varios
fatores de crescimento regulam positiva (setas verdes) e negativamente (linhas vermelhas) esses processos, como
HGF: fator de crescimento de hepatdcito; FGF: fator de crescimento de fibroblastos; IGF: fator de crescimento
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semelhante a insulina; IL-6: interleucina 6; LIF: fator inibidor de leucemia; TGF-B: familia dos fatores de
crescimento e transformacdo f (CHARGE e RUDNICKI, 2004).

Principais vias de sintese e degradacio de proteinas

Em condigdes normais, as vias de sinalizagdo controlam e coordenam mensagens
hipertroficas e atroficas, levando ao equilibrio entre a sintese proteica muscular e proteolise.
Muitos estudos tém mostrado as vias envolvidas com o aumento e perda de massa muscular,
bem como os eventos de sinalizagdo que induzem a diferenciacdo e a regeneracdo pos-lesdo,
que também sdo essenciais para a manutengdo da massa muscular esquelética (ERGEMAN e
GLASS, 2014).

Os processos de crescimento muscular e regeneracdo muscular sdo controlados pela
acdo coordenada de diferentes moléculas, como fatores de crescimento ¢ de transcrigdo,
hormoénios e citocinas. Dentre os fatores de crescimento reguladores, estio o fator de
crescimento de hepatocitos (HGF), fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), fatores de
crescimento transformadores s (TGF-Bs), fatores de crescimento semelhante a insulina
(IGFs) e fator de necrose tumoral o (TNFa) (Revisado por KARALAKI et al., 2009).

Considerando os fatores de transcricdo, os MRFs estdo envolvidos com a ativagao,
proliferacdo e diferenciacdo das SCs que sdo consideradas células-tronco musculares
responsaveis pelo crescimento hipertréfico e hiperplasico e regeneragdo muscular. Conforme
descrito anteriormente, as SCs quiescentes expressam Pax7. Quando ativadas, as SCs
proliferam e originam as MPCs ou mioblastos adultos, eventos controlados pela alta
expressdo de MyoD e Myf5 (CORNELISON e WOLD, 1997; COOPER et al., 1999). Devido
a regulacdo negativa de Pax7, ocorre a diferenciagdo das SCs sob regulagdo da expressdo de
Myog e MRF4 (ALLOUH; YABLONKA-REUVENI; ROSSER, 2008).

O aumento da massa muscular por hipertrofia pode ocorrer pela incorporacdo de
nucleos de células satélites, apds sua proliferacdo, as fibras musculares em crescimento ou em
regeneragio (MUSARO et al., 1999) e pelo aumento nos niveis de proteinas dentro da fibra
muscular (OTTO e PATEL, 2010). Assim, a regulacdo desses processos se da por uma das
mais importantes e conservadas vias de sinalizagdo com efeito anabolico no musculo estriado
esquelético conhecida como via do IGF1/PI3K/Akt (ROMMEL et al., 2001).

O IGF1 ¢ um horménio circulante, que se origina das atividades metabodlicas do
figado, além de ser sintetizado no musculo esquelético, atuando na regulacdo do crescimento
e manutencdo da massa muscular (CLEMMONS, 2009). O IGF1 se liga ao seu receptor no

sarcolema (IGFlrec), uma proteina transmembrana com atividade tirosina quinase e de
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autofosforilagdo. Essa ligacdo causa uma alteragdo conformacional no receptor, resultando na
ancoragem ¢ fosforilagdo de outras proteinas, como o substrato do receptor de insulina (IRS).
O IRS fosforiladopromove a ativagdo sequencial do PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase),
PDKI1 (quinase dependente de fosfoinositideo 1) e Akt (ou proteina quinase B). A proteina
Akt ativada estimula a sintese proteica via ativacdo da proteina mToR (proteina alvo da
rapamicina em mamiferos) e inibe a degradacdo proteica por meio da fosforilacdo e repressao
dos fatores de transcri¢do da familia FoxO e (SCHIAFFINO e MAMMUCARI, 2011) (Figura
3).

Figura 3.Esquema ilustrando a via de sinalizagdo mediada pelo IGF-1 (IGF-1/AKT/mTORC). Essa via promove
0 aumento da massa muscular por meio da sintese de proteinas (hipertrofia) e inibi¢do das vias envolvidas com a
atrofia muscular. As linhas em vermelho indicam os mecanismos de retroalimentagdo que controlam a via IGF1-
Akt. A seta negra pontilhada indica que o efeito da Akt na mTOR ¢ indireto, com participacdo de outras
proteinas ndo mostradas na figura. Setas indicam ativagdo da expressdo génica, enquanto as barras indicam
inibigdo da expressdo(Modificado de SCHIAFFINO e MAMMUCARI, 2011).

No musculo esquelético, as SCs produzem e secretam IGF1 que estimula a sua
proliferacdo e diferenciacdo em mioblastos e fusdo desses a uma fibra preexistente para
promover a hipertrofia muscular (CLEMMONS, 2009). O IGF1 também altera a expressao
dos MRFsMyoD e Myog. O IGF-1 inibe a expressdo de Myog, possibilitando o aumento da
proliferacdo de mioblastos. Entretanto, a exposi¢do prolongada de mioblastos em cultura ao
IGF-1 pode levar a um efeito contrario, resultando no aumento da expressdo de Myog,

(revisado por CLEMMONS, 2009) e modulagdo da expressdo de MyoD, promovendo a
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diferenciagdo celular (WILSON e ROTWEIN, 2006).

A regulagdo da massa muscular e do tamanho das fibras musculares depende do
turnover de proteinas, ou seja, de um balanco entre sintese e degradagdo proteica nessas
células. Essa degradagdo proteica resultana redu¢do da massa muscular e ¢ conhecida como
atrofia. Esse processo ocorre em uma variedade de condi¢des, incluindo jejum, desnervacao,
caquexia, insuficiéncia cardiaca e envelhecimento (SCHIAFFINO et a., 2013).

A degradagdo de proteinas musculares € regulada por varias vias de sinaliza¢do, como
a via da ubiquitina-proteassoma, da autofagia mediada por lisossomos, do NF-kB e pelo
sistema das calpainas(revisado porJOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011;
SCHIAFFINO et al., 2013).

Na via ubiquitina-proteossoma, a degradacdo proteica inicia com amarcagdodas
proteinas a serem degradadas por cadeias de moléculas de ubiquitina,processo denominado de
ubiquitinizagdo. As proteinas ligadas as ubiquitina sdo direcionadas para degradag¢do por um
complexo de proteases multicataliticas denominado proteossoma. A ligacdo das moléculas de
ubiquitina as proteinas que devem ser degradadas ¢ mediada por um grupo de enzimas
conhecidas comoE3 ubiquitina-ligases, como MuRF1 (do inglés, Muscle RING finger-
containingprotein 1) e MAFbx (do inglés, MuscleatrophyFboxprotein) ou atrogina-1
(SCHIAFFINO et al., 2013). As proteinas musculares que sdo substratos para ubiquitinizagdo
pelo MAFbxestao relacionadas com o crescimento muscular, (SCHIAFFINO et al., 2013),
como, por exemplo, 0 MRF MyoD (TINTIGNAC et al., 2005) (Figura 4). Por outro lado, o
MuRF1 estd relacionado com a degradacdo de proteinas musculares estruturais
(SCHIAFFINO et al., 2013), como, por exemplo, a troponina I, cadeias pesadas de miosinae
actina (Figura 5).

O IGF1, além de estimular a sintese de proteinas e hipertrofia, inibe a degradacao de
proteinas (CLEMMONS, 2009). A ligacao do IGF1 ao seu receptor no sarcolema promove a
fosforilagdo, em cascata, da proteina Akt e dos fatores de transcrigdo FoxO. A fosforilagdo do
FOxO resulta na sua saida do nticleo para o citoplasma, inibindo a expressdo de seus genes-
alvo MuRF1 e MAFbx. Isso reduz o direcionamento de proteinas para degradacdo e, assim,
reduz a taxa de catabolismo (SACHECK et al., 2004).

A via da autofagia mediada por lisossomos ¢ outro sistema proteolitico ativado em
condi¢des catabolicas. Essa via estd envolvida com a homeostase muscular por meio da
degradacdo de proteinas de vida longa, toxicas ou defeituosase organelas intracelulares néo

funcionais. A ativagdo dessa via gera vesiculas de dupla membrana, os autofagossomos, que
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englobam parte do citoplasma e agregados de organelas, glicogénio e proteinas. Esses
autofagossomos sdo entregues aos lisossomos para degradagdo de seu conteudo.Nessa via
catabolica, hd dois genes cuja expressdo ¢ aumentada durante a autofagia, o LC3 e Gabarap,
os quais codificam proteinas que sdo degradadas quando os autofagossomos se fundem com
os lisossomos. Assim, a autofagia ¢ aumentada durante a atrofia e esse aumento requer uma
regulagdo transcricional para reposi¢@o componentes celulares que foram perdidos. Os fatores
de transcricdo FOxO também controlam essa via por promover o aumento da expressdo de
genes relacionados com a autofagia, como o LC3(revisado por SANDRI, 2010).

Uma rota alternativa para inducdo da atrofia porregulacdo dos genes da via de
ubiquitinizagdo ¢ a via NF-xkB. Essa via ¢ ativada em resposta a ligacdo da citocina pro-
inflamatoria TNF-o. ao seu receptor presente no sarcolema. A proteina NF-xB esta,
normalmente, ligada as proteinas Ik-B no citoplasma. Apos a fosforilagdo desse complexo
através de uma cascata de transducdo de sinal induzida pela ligagdo do TNF--a ao seu
receptor, NF-kB e Ik-B dissociam-se, permitindo que o NF-kB entre no nticleo e, como fator
de transcricdo, ative a expressdo dos genes-alvo que induzem a atrofia (Revisado por

JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN, 2011) (Figura 4).

IGFs & TNF-a
Sarcolema L)
XLOOOO0UT LOOCOCOCOOCOL I;{ill'\ll!l’.ll'i'lll'll"- QLU DO KOO RN KN
Citoplasma |GF-IR TNF-aR substrato proteico
‘ aa | Ativacso ]
\\ J x Cat Calpastatina

-

 CalpainaCAPN1,
CAPNZ2, CAPN11)

— subunidade menor da calpaina

’'s
NF-xB

|
|
o’ “®

268 proteossomo
Proteina alvo -+

MUHFI MURF1
ﬁ UBE2H
IOXDmAUA 1%‘3& UL

Nucleo 2" .
Lisossomo

- Ubiquitinacsio

Figura 4.Esquema ilustrando as vias de sinalizag@o envolvidas com a degradagdo de proteinas musculares: via
ubiquitina-proteossoma, sistema das calpainas, via de sinalizagdo mediada por NF-kB e via da autofagia mediada
pelos lisossomos.A ubiquitinagdo direciona as proteinas musculares estruturais, marcadas com ubiquitina,para
degradacdo nosproteossoma. Essa degradag@o pode ser inibida pela ativagdo da via anabolica, mediada pelo IGF-
1, com inibi¢do de FoxO e expressdo de seus genes-alvo MuRF1 e MAFbx (ubiquitina ligases). A regulacdo de
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MuRF1, por meio da via do NF-kB, estimula a atrofia muscular em resposta ao pro-inflamatorio TNF-a. As
calpainas s@o responsaveis pela quebra de proteinas estruturais, sendo ativadas por niveis adequados de ions
calcio.Na via da autofagia mediada por lisossomos, proteinas musculares sdo degradadas pela agdo de hidrolases
acidas presentes nessas organelas (Adaptado de JOHNSTON, BOWER, MACQUEEN, 2011).

Outro sistema de degradacdo de proteinas musculares ¢ o das calpainas que
compreendem uma grande familia de proteases responsaveis pela degradacdo seletiva de
proteinas sarcoméricas durante a atrofia. O musculo esquelético apresenta trés tipos de
calpainas, denominadas pelos tipos 1, 2 e 3. As calpainas dos tipos 1 e 2 atuam associadas as
suas pequenas subunidades se tornam funcionais em concentragdes micromolares e
milimolares de ions célcio, respectivamente. As calpainas clivam centenas desubstratos
proteicos conhecidos, como as proteinas miofibrilares, incluindo as do disco Z do sarcomero.
Sua atividade proteolitica ¢ inibida pela ligacdo das calpainas a proteina calpastatina (revisado

por BARTOLI ¢ RICHARD, 2005) (Figura 5).

GB Ciclo celular

Figura 5.Possivel mecanismo de acdo das calpainasdurante a atrofia muscular. Ao receberem um sinal de
ativacdo, as calpainas podem degradar proteinas sarcoméricas, controlar a expressdo de varios genes por
protedlise de proteinas sinalizadoras e fatores de transcricdo e também participar da necrose das fibras. Nos
mioblastos, sugere-se que as calpainas possam controlar o ciclo celular, migracdo e fusdo (Adaptado de
BARTOLI e RICHARD, 2005).

A miostatina ou fator de crescimento e diferenciagdo 8 (GDF-8, do inglés
growthanddifferentiationfactor §8), pertence a superfamilia de fatores de crescimento e
transformacao B (TGF-B). Seu papel como regulador negativo do crescimento muscular ¢ bem

estabelecido em mamiferos, regulando a transcricdo de genes especificos relacionados a
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proliferagdo e diferenciacdo de mioblastos (LEE, 2004) ¢ a atrofia muscular (OTTO e
PATEL, 2010). Em cultura de mioblastos, a miostatina ¢ responsavel por aumentar a
expressdo das ligases de ubiquitina relacionadas com a atrofia. Essa regulacdo parece ser
dependente do fator de transcricdo FoxO e independente do NF-«kf. A expressdo da miostatina
¢ controlada pelo FoxOl, apoiando o conceito de que a via de sinalizacdo da
miostatinasinergiza com a via de sinaliza¢do do Akt-FoxO (SCHIAFFINO et al., 2013)

A associacdo de fatores, como os fatores de crescimento, nutrientes, como
suplementagdo de aminoacidos (LANCHA JR, et al.,, 2012) e carga mecanica, como
atividades fisicas, podem desencadear a ativacdo das vias envolvidas com a sintese e
degradacao de proteinas (STOKES et al, 2018).

A expressdo da proteina IGF1, mediante a suplementagdo de creatinina combinada ao
treinamento de resisténcia, resulta na ativagdo da via IGF1-PI3K-AKT-mTOR (FERRETTI et
al., 2018). Assim como, o treinamento aerobico em idosos, € capaz de intensificar o processo
de regeneracdo muscular através dainibicdo a via ubiquitina-proteossoma, ap6s condicdes de
atrofia por desuso, através de regulacdo de vias alternativas como a LRP130/PGC-1, que
inibem a via de atrofia FoxO (VECHETTI-JUNIOR et al., 2016). Além disso, processo de
miogénese pode ser acelerado, através da regulacdo de Myog e Mtor, apés suplementagdo
com vitamina C, que leva a um aumento da sintese proteica, resultando em um aumento da

proliferagdo e migragdo dos mioblastos in vitro(DURAN et al., 2019).

Regulacaoepigenética e poés-transcricionalda expressdo de genes musculo-
especificos
Diversos estimulos, como exercicios e nutricdo,podem modular temporariamente as
regulacdes moleculares das vias de sinalizacdo relacionadas & homeostase do musculo
estriado esquelético. Essa modulacdo também ¢ regulada pela epigenética que consiste em
mudangas na expressdo de um genesem que ocorram alteracdes na sequéncia do DNA
(PROBST, DUNLEAVY e ALMOUZNI, 2009). As mudancas epigenéticas sao hereditarias,
sendo transmitidas para as células-filhas (HANSEN et al., 2008) e através das geracoes
(GAYDOS e STROME, 2014).
Em geral, a regulacdo epigenética da expressdo génica se da por modificagdes pds-
traducionais das histonaspor meio de metilagdes e acetilagdes, interferindo no acesso da
magquinaria de transcri¢do a regido do gene a ser transcrito (revisado por GIORDANI e PURI,

2013). As metilagdes ocorrem em regides promotoras do DNA, resultando na supressdo da

Arquivos do MUDIL v 23, n 3, p. 220-248, 2019. 235



Vias de sinaliza¢ado celular envolvidas no crescimento ¢ manuten¢do do musculo estriado
esquelético

expressdo génica, devido a impossibilidade de organizagdo da maquinaria de transcri¢do nessa
regido da cromatina (BOGDANOVIC e VEENSTRA, 2009). As acetilagdes ocorrem nas
histonas da cromatina e tém sido relacionadas com a ativag@o da expressdo génica, enquanto a
desacetilagdo dessas proteinas, mediada pelas enzimas desacetilases de histonas (HDAC),
reprime a expressao de um gene especifico (revisado por GIORDANI e PURI, 2013).

Durante a miogénese, as células precursoras miogénicas mantém o seu fenotipo pela
expressdo de Pax-3 e Pax-7, o que impede sua proliferacio e diferenciagdo. O
comprometimento dessas células com a linhagem miogénica e proliferacdo ¢ determinada pela
expressdao dos genes MyoD e Myf-5, possivelmente devido a desmetilagdo de suas regides
regulatorias. Esses MRFs iniciam a miogénese pela ativagdo da transcricdo de genes musculo-
especificos, cujos loci estavam silenciados pela acetilagdo e desmetilagdo de histonas e
remodelag@o da cromatina local. A diferenciac@o terminal dos mioblastos ¢ caracterizada pelo
aumento na expressao do gene Miogenina por meio da desmetilacdo de suas regides
regulatorias, com ativacdo sequencial dediferentes genes musculo-especificos, manutencao de
sua expressdo e silenciamento de genes envolvidos na progressao do ciclo celular (revisado
por PALACIOS e PURI, 2006).

As modificagdes epigenéticas também modulam a ativacdo e auto-renovagao das SCs
durante o envelhecimento. As SCs com um maior nivel de metilacdo, em genes relacionados
com a auto-renovagdo, como o DNA de sproutyl (ou SPYR1), apresentam uma capacidade
reduzida de serem incorporadas a uma fibra muscular preexistente quando enxertadas em
camundongos imunodeficientes. Quando esse gene ¢ submetido a desmetilacdo, por agentes
especificos, as SCs melhoraram sua capacidade de auto-renovacgado (revisado por SHARPLES,
SEABORNE e STEWART, 2016).

Os ecventos observados durante a regeneracdo muscular sdo controlados
epigeneticamente de modo semelhante ao que ocorre durante a miogénese. Essa regulacdo é
responsavel pela manutencdo da quiescéncia das SCs, ativacdo da expressdo de genes
musculo especificos e formacdo de miotubos diferenciados em resposta as lesoes severas que
promovem a regeneracao (revisado por GIORDANI e PURI, 2013).

Além da epigenética, a expressdo gé€nica pode ser regulada pela acdo de pequenos
RNAs nao-codificantes — os microRNAs — que reprimem pods-transcricionalmente essa
expressdo pelo reconhecimento de sequéncias complementares na regido 3’ ndo traduzida (3’
UTR) de seus RNAs mensageiros (mRNAs) alvo (DOENCH e SHARP, 2004). Alguns

microRNas sdo expressos exclusivamente no tecido muscular, compondo a familia dos
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“myomiRs”, ¢ possuem um papel bastante importante durante o processo de miogénese,
proliferacdo e diferenciagdo de mioblastos e/ou células satélites, especificacdo dos tipos de
fibras, regeneragdo, hipertrofia (CHEN et al., 2006; MCCARTHY e ESSER, 2007; VAN
ROOI1J; LIU; OLSON, 2008). Dentre esses myomiRs, destacam-seos miR-1, miR-133a, miR-
206, miR-208a, miR-208b, miR-499 ¢ miR-486 (revisto em CACCHIARELLI et al., 2011).

Experimentos de aumento e supressdo da expressdo de alguns miRNAsem cultura de
mioblastos de camundongos revelaram que a funcdo dos miR-1 e miR-206 contrasta com a do
miR-133 (CHEN et al., 2006; KIM et al., 2006). A alta expressdo do miR-1 ou miR-206
promove a diferenciagdo de mioblastos pela inibicdo da expressdo proteica do Pax 7, um
marcador da quiescéncia (CHEN et al., 2006, 2010); ja a alta expressdo do miR-133 estimula
a proliferacdo dessas células, mas reprime sua diferenciagdo (CHEN et al., 20006).

A regulacdo da proliferagdo e diferenciacdo de mioblastos pelos miRNAs ocorre de
modo semelhante durante a regeneracdo. A expressdo de miR-133 (MCCARTHY e ESSER,
2007) promove a proliferagdo de mioblastos, enquanto miR-1 ¢ miR-206 estdo envolvidos
com a sua diferenciacdo (CHEN et al., 2010).

Os niveis circulantes das moléculas de miRNAspodem ser utilizados como
importantes biomarcadores relacionados aos processos fisiologicos que ocorrem no musculo
estriado esquelético, bem como alvos terapéuticos, com finalidade de otimizar tratamentos em
condicdes patoldgicas (revisado por SIRACUSA; KOULMANN; BANZET, 2018).

Alguns estudos tém sugerido que os niveis circulantes das moléculas de
miRNAspoderiam ser utilizados como importantes biomarcadores relacionados aos processos
fisioldgicos que ocorrem no musculo estriado esquelético, como na adaptagao desse tecido ao
treinamento e exercicios fisicos, bem como alvos terapéuticos, com finalidade de otimizar
tratamentos em condigdes patologicas, como nas doencas neuromusculares (distrofias, por
exemplo). No entanto, ainda ha a necessidade de muitos estudos nesse campo de investigagao,
como a determinagdo dos valores normais desses miRNAs circulantes em uma ampla
populacdo de individuos saudaveis para identificar a variabilidade interindividual em relag¢do
a sexo, idade, etnia ou status de treinamento (revisado por SIRACUSA; KOULMANN;
BANZET, 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

O musculo estriado esquelético apresenta uma importante plasticidade, respondendo,
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de forma adaptativa, a diferentes condig¢des fisiologicas, na tentativa de manter sua
homeostase. Esse tecido dispde de um conjunto de moléculas reguladoras interligadas em vias
de sinalizacdo intracelulares que controlam a massa muscular e o processo de regeneracao.
Esse trabalho apresentou uma revisdo sobre algumas vias de sinalizagdo envolvidas
com o controle da massa muscular e regeneragdo. A compreensdo dessas vias e suas possiveis
modulacdes, seja por reguladores moleculares intrinsecos ou mediante exercicios e
suplementagdo, pode servir de base para estudos de medidas preventivas para a atrofia
muscular que ocorre com o envelhecimento, por exemplo, e alternativas terapéuticas para
patologias caracterizadas pela perda de massa muscular com comprometimento desse tecido,

como as distrofinopatias ¢ doengas cronicas.
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