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RESUMO: O objetivo deste artigo de revisdo sistematica foi apresentar o envolvimento da sinalizacéo de
aminoécidos e mecanotransducéo na ativagéo do alvo mamifero de rapamicina do complexo 1 (mTORC1)
na musculatura esquelética de animais e a expressdo e papel do mTORC1 em humanos submetidos ao
treinamento de forga/estimulo mecénico. Foi realizada uma busca na base de dados PubMed com as
seguintes palavras-chave: mTORC1, mammalian target of rapamycin complex 1, resistance exercise,
strength training, mechanical overload e skeletal muscle hypertrophy, amino acid sensing transporter e
mechanotransduction. Evidéncias demonstram que a ativagdo do mTORC1 possui correlagdo positiva com
a hipertrofia muscular induzida pelo treinamento de forga/estimulo mecanico. O mTORCL integra
diversos sinais oriundos de aminoéacidos (sinalizacdo de transportadores e sensores) e estimulo
mecanico/treinamento de forca (mecanotransdugdo). Ademais, o emprego de modelos de camundongos
mutantes, abordagens genéticas, farmacoldgicas, cultura de células, modelos experimentais de treinamento
de forca para animais, assim como estudos com humanos, vém possibilitando a elucidacdo destes
mecanismos moleculares.

Palavras-chave: Biologia molecular; Musculo esquelético; Hipertrofia; Treinamento de resisténcia.

ABSTRACT: The aim of this systematic review was to provide comprehensive review about
mechanotransduction and amino acid signaling in the activation of the mammalian target of rapamycin
complex 1 (mTORC1) in animal skeletal muscle and the expression and role of mMTORC1 in humans in
response to resistance training/mechanical stimulus. PubMed data base was used with the following key-
words: mTORC1, mammalian target of rapamycin complex 1, resistance exercise, strength training,
mechanical overload and skeletal muscle hypertrophy, amino acid sensing transporter and
mechanotransduction. Evidence demonstrates that the activation of the mechanistic target of rapamycin
complex 1 (mTORCY1) is correlated positively with skeletal muscle hypertrophy induced by resistance
training/mechanical stimulus. mTORC1 integrates a myriad of signals coming from amino acids
(transporter and sensing mechanisms) and mechanical stimulus/resistance training (mechanotransduction).
Moreover, the utilization of mutant mice models, genetic, cell culture and pharmacological tools,
experimental resistance exercise rodent models, as well as human studies have been elucidating these
molecular mechanisms.

Key Words: Molecular biology; Skeletal muscle; Hypertrophy; Resistance training.

Contato: André Katayama Yamada - yamadaak@gmail.com

André Katayama Yamada®
Vanessa A. Voltarelli?
Adriana Pertille?

Carlos R. Bueno Janior?

YUniversidade Metodista
de Piracicaba
2Universidade de S&o
Paulo

Recebido: 25/03/2016
Aceito: 19/05/2016


../yamadaak@gmail.com

169 Treinamento de forca, hipertrofia muscular e mtorcl

Introducao
O masculo esquelético exibe extrema plasticidade perante um programa de treinamento de forca (TF)

progressivo, resultando em hipertrofia muscular'. O consumo de proteinas/aminoacidos préximo as sessées do TF
aumenta a sintese proteica e favorece a hipertrofia em longo prazo. Com os avancos da biologia molecular, é possivel
estudar este processo por meio de mecanismos moleculares®*.

Apesar de os estudos basicos com animais terem contribuido com a grande parte da descoberta dos
mecanismos moleculares, os estudos com seres humanos ainda séo fundamentais. No entanto, os estudos com humanos
possuem limitagOes devido a grande variabilidade de resposta fisioldgica entre individuos, a pequena quantidade de
amostra muscular que é possivel ser obtida por meio da bidpsia e a dificuldade em recrutar individuos e treind-los por
longos periodos (analise de efeitos cronicos)®. Como alternativa, pesquisas com animais (principalmente camundongos
e ratos) sdo utilizadas a fim de mimetizar os efeitos observados em humanos. As vantagens do uso de animais em
comparagdo a humanos incluem: possibilidade de controlar fatores ambientais e nutricionais, possibilidade de utilizar
marcadores radioativos e farmacos, possibilidade de analisar diretamente propriedades funcionais de fibras isoladas
tanto in situ como in vitro, possibilidade de dissecar musculos inteiros para andlises bioquimicas, histoldgicas e
fisioldgicas, além de ser possivel empregar métodos de manipulacdo genética (transfeccdo por eletroporacéo e uso de
animais knock-out) para avaliar os efeitos de genes no crescimento muscular’. Em meados da década de 70 foi
desenvolvido um modelo de sobrecarga compensatoria que consiste na remocdo dos musculos gastrocnémio e s6leo
com o objetivo de sobrecarregar o plantar (misculo sinergista)®. Este método é atualmente muito utilizado nos estudos,
pois induz hipertrofia em curto espaco de tempo e de uma extrema magnitude, sendo Util para elucidar diversos
mecanismos. Outro modelo utilizado é a estimulacéo elétrica, no qual o nervo isquiatico é estimulado eletricamente,
resultando em ativagdo maxima de todos os muasculos dos membros inferiores’. Este Gltimo modelo é considerado mais
fisioldgico em comparagdo a ablagéo dos sinergistas, promovendo também hipertrofia, mas em menor magnitude.

Nas Ultimas duas décadas, o alvo mamifero de rapamicina (MTOR) tem sido bastante investigado na hipertrofia
induzida por TF/sobrecarga mecanica®**°. O alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR) é uma proteina quinase
encontrada em dois complexos multi-protéicos, complexo 1 da rapamicina (MTORC1), na qual a sinalizagdo ¢
parcialmente inibida pela rapamicina, e o complexo 2, que é amplamente resistente & rapamicina™. O mTORC1 é um
regulador central do crescimento celular, em parte, por controlar a traducdo de RNAm (mensageiro de RNA), e
consequentemente a sintese de proteinas. Tem a funcéo de regular tanto a eficiéncia traducional (a taxa de tradugdo de
RNAmM) assim como a capacidade traducional (ex: o nimero de ribossomos)*2. Especificamente no misculo esquelético,
tem sido demonstrado que a sinalizacdo do mTORC1 é ativada em uma ampla variedade de estimulos mecanicos
(treinamento de forca, estimulacdo elétrica, ablacdo dos sinergistas), sendo estes efeitos observados em células de
cultura e em masculos intactos em modelos ex vivo e in vivo, e inclusive em humanos”***®, Nestes casos existem
mecanismos de conversdo de sinais mecanicos em evento bioguimico, modulando o fenétipo tecidual, um fenémeno
denominado de mecanotransducéo™*’. Estudos apontam que o0 mTORC1 é potencialmente regulado por aminoacidos. A
deplecdo de aminoacidos, por exemplo, reduz a sinalizacdo do mTORC1 e a disponibilidade suficiente de aminoacidos
sinaliza 0 mTORCL1. Desta forma, existe um eficiente sistema de maquinaria de sensores e transportadores de

aminoacidos®®.

MTORC1 como Regulador da Sintese Protéica
Em 1975, pesquisadores realizando expedi¢des na llha Easter (Rapa Nui) descobriram uma espécie de bactéria
de solo (Streptomyces hygroscopicus) que inicialmente foi caracterizada por suas potentes propriedades antifingicas™.

Posteriormente, a fascinante atividade antitumoral e imunossupressora desta pequena molécula, nomeada de
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rapamicina, foi comprovada. Em sequéncia foi demonstrado que a rapamicina forma um complexo com a FK506
(tacrolimo/macrolideo imunossupressor da classe da calcineurina), e este complexo se liga ao mMTORC1 em uma regido
denominada de dominio de ligacdo de rapamicina FK506 (FKBP12), inibindo a fun¢do do mTORC1 (HEITMAN,
1991)®. Assim, a rapamicina é um potente bloqueador seletivo do mTORC1, e é utilizada frequentemente para
investigar o papel da via na regulagio da sintese proteica.

Estas elegantes descobertas resultaram na caracterizagdo do mTOR, uma proteina serina/treonina quinase, 0
principal mediador do crescimento e da proliferacéo celular via controle da sintese de proteinas®. O mTOR é dividido
em dois complexos, denominados de complexo 1 (MTORC1) e complexo 2 (MTORC2)*”. O mTORC1 é um
homodimero e possui quatro componentes: a proteina associada-regulatéria da mTOR (Raptor), a proteina 8 Sec13
mamifero letal (mLST8), o substrato de Akt rico em prolina, de 40 kDa (PRAS40), e a proteina de interagdo mTOR
contendo dominio DEP (Deptor)® (Fig 1).
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Figura 1. Componentes proteicos do mTORCL1 e seus alvos relacionados a sintese proteica. O alvo mamifero de rapamicina do complexo 1

(mTORC1) é composto por Raptor (proteina regulatéria associada a0 mTORC1), mLST8 (proteina 8 Sec13 mamifero letal), Deptor (proteina de
interacdo mTOR contendo dominio DEP) e PRAS40 (substrato de Akt rico em prolina, de 40 kDa). O mTORCL1 pode ser inibido pela Rapamicina
(FKBP12), por PRAS40 e Deptor. Dois dos alvos mais estudados do mTORC1 relacionados a sintese proteica séo a proteina quinase ribossomal S6
quinase de 70 KDa (p70%%) e o e o fator 4E de ligagéo de iniciago eucarioto (4E-BP1). P705 regula a sintese proteica, em parte, pela fosforilagdo
direta da proteina ribossomal S6 (rpS6). Combinada, a sinalizagcdo de mTORCL resulta no aumento da iniciagdo da tradugdo, elongacéo e biogénese

ribossomal, que por sua vez aumenta a sintese proteica e o crescimento celular.

O mTORC1 tem dois alvos downstream bem estabelecidos, a proteina quinase ribossomal S6 quinase de 70
KDa (p70S6K1) e o fator 4E de ligacdo de iniciacdo eucarioto (4E-BP1), os quais atuam na traducdo proteica e sdo
fosforilados a partir da ativacgdo do mTORC1?. mTORC1 e p70S6K1 ndo somente exercem um papel na regulacio
aguda da iniciacdo da tradugdo, mas também exercem papel na regulacdo do nimero de ribossomos (biogénese
ribossomal), e assim na capacidade traducional®. Tem sido demonstrado que o 4E-BP1 exerce papel crucial na
regulacdo na iniciacdo da traducéo cap dependente, e consequentemente na sintese de proteinas. Fatores de crescimento
e insulina induzem fosforilagdo do 4E-BP1 e com tratamento da rapamicina a fosforilacéo se torna inibida®.

E cléssica na literatura que as primeiras evidéncias dos mecanismos de hipertrofia sdo oriundas da via do fator
de crescimento similar a insulina/fostatidil inositol-3-quinase/ PKB (IGF-1/PI3K/Akt/mTOR). A via candnica inicia-se
com a ligacdo do IGF-1 ao seu receptor (IGF-1R), uma tirosina quinase localizada ha membrana celular. Em seguida, o

IRS1 (receptor de substrato de insulina 1) é fosforilado e ativado em seu residuo tirosina®. O préximo passo é a criacdo
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de dominios de ligaco para a proteina citosélica PI3K?. A ativacdo da PI3K resulta na fosforilacdo da Akt em um
residuo de serina e na ativacdo do complexo esclerose tuberoso (TSC1 e TSC2)?'. A inibicéo destas proteinas ativa a
proteina de ligacdo GTP da familia RAS, conhecida como Homélogo de Ras enriquecido no Cérebro (Rheb)?. A Rheb
€ uma proteina de ligacdo de GTP que é codificada ubiquitinamente em mamiferos, vital para a regulacdo do
crescimento e progressdo do ciclo celular e tem papel fundamental no mTORC1, uma vez que a sua localizagdo no
lisossomo é capaz de ativar a quinase?.

Dentro deste contexto, 0 mTORC1 configura-se como o principal “interruptor” da sintese protéica e
consequentemente do crescimento celular. No entanto, muito de seus alvos upstream ainda néo foram elucidados.
Assim, o objetivo desta revisao foi explorar estudos com sinalizadores e transportadores de aminoacidos e os efeitos da

sobrecarga mecanica/treinamento de for¢a na sinalizacdo do mTORC1 em cultura de células, animais e humanos.

Materiais e método
A base eletronica de dados PubMed foi pesquisada sem restricdo de data, com as seguintes palavras-chave:

LEINT

“mTORC1”, “mammalian target of rapamycin complex 17, “resistance exercise”,

LR N1

strength training”, “mechanical

9% ¢

overload”, “skeletal muscle hypertrophy” “amino acid sensing/transporter” e “mechanotransduction”.

Adotou-se 0s seguintes critérios de inclusdo dos estudos: artigos originais em inglés, estudos que investigaram
efeitos do treinamento de forga/estimulo/sobrecarga mecanica em modelos de camundongos/ratos, cultura de células in
vitro/ex vivo e humanos, estudos que investigaram hipertrofia muscular e/ou sintese proteica, sinalizagdo de mTORC1 e
as proteinas envolvidas nesta via. Foram excluidos artigos que continham exercicio fisico que ndo fosse musculagéo,
artigos sobre outras proteinas que ndo apresentassem relagdo alguma com a via mTORC1 e modelos patoldgicos que

afetassem a massa muscular.

Resultados

Dezenove artigos foram contabilizados para andlise e para melhor apresentagdo dos resultados optou-se por
classificar metodologicamente os artigos nos Quadros 1, 2 e 3. Os trabalhos foram agrupados de acordo com o modelo
estudado: cultura de células (Quadro 1), animais (Quadro 2) e humanos (Quadro 3). Nos quadros 1, 2 e 3 sdo
apresentados os resultados dos estudos com transportadores e sinalizadores de aminoacidos e efeitos do TF/sobrecarga

mecénica na sinaliza¢cdo do mTORC1 nos diferentes modelos.

Quadro 1. Sensores e Transportadores de Aminoacidos e estimulo/sobrecarga mecanica em cultura de células.

Autor/Ano Intervengdo/Métodos Principais desfechos Concluséo

Na cultura foram utilizados
inibidores e agonistas para
avaliar as proteinas expressas.
Foi analisada mTOR, PLD1,

Hornberger et al. 2006™ 1 PA foi suficiente 1
MTORCI1.
Estiramento mecanico ex

vivo 1 PA, PLD e

O estudo propGe que a
ativacdo de mTORC1 é
decorrente do aumento de
PA dependente de PLD.

PLD2 e atividade de PA e mTORCL1.
PLD. Inibicdo farmacoldgica de
PLD | PA.

Byfield et al. 2005>

Superexpressao de hVVps34 na
linhagem celular HEK2937T e
inibicéo por anticorpos
especificos para avaliar a
fosforilagéo de p70°<.

Superexpressao de hVVps34
1 p70S6K1 e inibicao de
hVps34 | atividade de
p705KL.
Escassez de aminoacidos |
atividade da hVps34.

hVPs34 1 sinais de
aminoacidos para ativacdo
da via mTORC1.

Findlay et al. 2007%

Superexpressao de MAPK4K -

Superexpressao de

MAPKA4K é sensivel a

R. bras. Ci. e Mov 2017;25(1):168-182
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3 em células HEK-293.
Supressdo (delecdo) de
MAPK4K-3 em células HEK-
293.

MAPK4K 1 p705,
Supressdo de MAPK4K-3 |
tamanho da célula.

sinalizacdo de aminoacidos
intracelular, modulando
positivamente a atividade
da via mTORCI1.

Kim et al. 2008

Knockdown da expressdo do
gene Rag em células S2 de
Drosophila Melanogaster.

Expresséo de Rag-GTP ativo

constitutivamente

(superexpressdo) e expressao
dominante negativa de Rag

(inibigdo).

Knockdown Rag |
mTORC1 na presenca de
aminodcidos.

1 Rag 1 mTORC1
independente de
aminoécidos.

Rag GTPase é um
regulador positivo de
mTORC1 na sinalizacdo de
aminoéacidos.

Crossland et al. 2013%

Knockdown de FAK em
células C2C12.
As células foram tratadas com
IGF-1.
Foram avaliadas a sintese
proteica e sinalizacdo de FAK.

Incubagdo com IGF-1 1
hipertrofia de miotubos e
proteina total.
Knockdown de FAK |
sintese proteica,
fosforilacdo de FAK e
sinalizacdo de mTORC1

FAK é necessaria para
hipertrofia muscular
induzida por IGF-1.

(EDL): extensor longo dos dedos; (PA): acido fosfatidico; (MTORC1): complexo 1 do alvo da rapamicina em mamiferos; (PLD): fosfolipase D;
(hVps34): fosfatidilinositol-3quinase de classe 111; (p70S6K1): proteina ribossomal p705°¢*; (MAPKA4K-3): proteina quinase 3 ativada por mit6geno;
(FAK): quinase de adesao focal; (IGF-1): fator de crescimento semelhante a insulina.

Com base no conjunto de resultados, contracbes musculares intensas (TF/sobrecarga/estimulo mecénico)

desencadeiam a sinalizagdo de transportadores e sensores de aminodcidos (LAT1, Vps34, MAPK4-K3) com o objetivo

de ativar o mTORCY1, e tal mecanismo é acompanhado de influxo de amino&cidos (principalmente leucina) para o0 meio

intracelular do musculo esquelético, gerando assim um ambiente anabdlico para o favorecimento da hipertrofia

muscular. A dissociacdo de TSC2 (inibicao) e a translocacdo de mTORCL1 em dire¢do ao lisossomo é outro mecanismo

de aumento de aminodcidos intracelulares e ativagdo de mTORC1.

Quadro 2. Sensores e Transportadores de Aminoacidos e treinamento de forga/sobrecarga mecanica em modelos animais.

Autor/Ano

Intervencdo/Métodos

Principais desfechos

Conclusao

Baar e Esser, 1999’

Mdsculos de ratos foram

submetidos a contragdes

excéntricas para induzir
hipertrofia muscular.

Foram avaliados massa
muscular, fosforilacao de
p70°** e perfil polissomal.

O modelo de TF 1 massa
muscular, p70°°*** e pool
polissomal.

Houve correlacéo positiva

entre 0 aumento da massa

muscular e a fosforilagéo
da proteina.

Via mTORC1 esta
associada ao aumento da
massa muscular induzida

por TF em ratos.

Miyazaki et al., 20117

Ablag&o dos sinergistas foi
utilizada para induzir
hipertrofia e foram avaliados
sinalizacdo de mTOR e Akt.
Foi utilizado um inibidor de
IGF-1.

Hipertrofia muscular
induzida por sobrecarga 1
mTORC1, sem alteragdo de
Akt.

Mesmo com inibicdo da via
IGF-1, mTORCI1 1

Na fase inicial de
sobrecarga mecénica o
mTORC1 é ativado
independente de IGF-1.

You et al., 2014

Foram realizados
experimentos que
identificassem as enzimas que
ativam o PA em resposta ao
estiramento ex vivo.

Experimentos genéticos de
inibicdo e ativacdo de DAG
foram realizados.

O estimulo mecénico 1
DAG e DAG quinases.

Superexpressao de DGKE 1
hipertrofia muscular via
sinalizacdo de mTORCI1.

DGKE mas ndo PLD exerce
papel no aumento da PA
induzida por estimulo
mecanico e sinalizacdo de
mTORCL.

MacKenzie et al. 2009*

Mensuracéo de mVps34 e
p70°°*! ap6s contragdes

No musculo tibial anterior:
1 atividade de mVps34 e

Contracbes musculares
intensas 1 atividade de

R. bras. Ci. e Mov 2017;25(1):168-182.
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musculares intensas p70>°K!, mVps34 por meio do
provocadas por um modelo de | 1 concentragdo de leucina influxo de aminoé&cidos
TF para ratos. intracelular. essenciais (leucina), 1 a

sinalizacdo do mTORCL.

Bodine et al. 2011%

Modelos de hipertrofia e
atrofia muscular foram
investigados.

Foi administrada rapamicina e
ativacéo genética de mTOR
também foi utilizada.

Via Akt/mTOR fdurante
hipertrofia e | em
condicOes atroficas.

Rapamicina | hipertrofia e
ativacdo genética de mTOR
1 hipertrofia.

A hipertrofia muscular
induzida por sobrecarga
envolve a regulacdo e
ativacdo da via mTOR.

Hornberger et al. 2003%

Camundongos transgénicos
com reducéo de
selenoproteinas foram
submetidos ao modelo de
ablacdo dos sinergistas.

Adicionalmente foi utilizada a
rapamicina para inibicéo da
via mTOR.

A sobrecarga
compensatoria foi capaz de
aumentar fosforilagéo de
Akt e p70%t,

O crescimento muscular foi
inibido pela rapamicina.

No musculo esquelético, a
deficiéncia de
selenoproteinas amplifica a
resposta adaptativa ao
modelo de sobrecarga e ha
envolvimento da via
mTORC1.

Spangenburg et al.
2008

Foi utilizado um camundongo

transgénico que expressa um

receptor dominante negativo
de IGF-1.

Foi utilizado um modelo de
sobrecarga compensatoria
para hipertrofia muscular. Foi
mensurada Akt e p70%°<*,

1 Hipertrofia muscular em
todos 0s grupos sem
diferencas significativas.

Mesmo com a inibi¢do do
receptor no camundongo
transgénico, houve
hipertrofia muscular e
ativacdo da via Akt e
p7056K1.

A hipertrofia mediada por
estimulo mecanico nédo
necessita do IGF-1 para
ativar a via mTORC1.

O’Neil et al. 2009

Exercicios excéntricos foram
empregados para avaliar curso
temporal de Akt e mTORC1.

Inibigdo de P13-K e PKB
ndo preveniu T de
mTORCI1.

A ativacdo de mTORCL foi
acompanhada de T PA e
inibicdo de PA por PLD
preveniu T de mTORCI.

A ativagdo de mTOR por
exercicio excéntrico ocorre
independente de Akt e
ocorre via PA.

Jacobs et al., 2013%

Determinar se a ativacdo
mecanica (exercicios
excéntricos em camundongos)
de mTORC1¢ associada com
alteracGes na fosforilacdo de
TSC2 e a localizacdo no
lisossomo.

O exercicio excéntrico 1
TSC2, promovendo
associacdo de mTOR ao
lisossomo e aboliu a
associacdo de TSC2 ao
lisossomo.

No estimulo mecanico a
ativacdo de mTORC1 esta
associada a translocagdo de

TSC2, distanciando-o do

lisossomo.

Klossner et al. 2009%

FAK foi superexpresso no
musculo esquelético de
camundongos submetidos a
auséncia de carga e re-
sobrecarga.

Superexpressdo de FAK 1
hipertrofia e 1 p7056k1.

Foi identificado um
possivel novo sensor de
ativacdo do mTORCL.

(Akt): proteina quinase B; (DAG): diacilglicerol; (DGKJ): Diacilglicerol quinase zeta; (TSC2): complexo esclerose tuberoso 2; (P13-K): fosfatidil-
inositol-3-quinase; (MTORC1): complexo 1 do alvo da rapamicina em mamiferos; (hVps34): fosfatidilinositol-3 quinase de classe I1l; (FAK): quinase
de ades#o focal; proteina ribossomal p705¢<*,

Os estudos demonstram que o0 mTORC1 possui correlacdo positiva com a hipertrofia muscular induzida por
TF/estimulo mecénico tanto em animais quanto em humanos. Os estudos também demonstram que 0 mTORCL1 tem

papel fundamental (é necessario) na hipertrofia compensatéria induzida por modelo de sobrecarga funcional em animais

R. bras. Ci. e Mov 2017;25(1):168-182
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e no aumento da sintese proteica em humanos submetidos ao TF, sob tratamento da rapamicina e por abordagens
genéticas. Evidéncias dos estudos comprovam que a ativacdo do mTORC1 é independente da via do IGF-1, ativado por

PA por meio do DGKE, FAK e outros mecanosensores ainda néo identificados.

Quadro 3. Sensores e Transportadores de Aminoacidos e treinamento de forga/sobrecarga mecanica em humanos.

Autor/Ano

Intervencgdo/Métodos

Principais desfechos

Conclusao

Drummond et al. 2011%°

Individuos idosos e jovens
realizaram uma sesséo de TF.
RNAm dos transportadores de
AA e expressao de proteinas

foram analisados

Exercicio T RNAm de
LAT1 e outros
transportadores de
aminodcidos.

1 sinalizagdo mTORCI.

TF 1 transportadores AA e
deve ser um mecanismo
para 1 sensibilidade dos

AA nas células em
condicOes anabdlicas.

Moore et al., 2011

Individuos jovens realizaram
TF unilateral acompanhado de
ingestdo de aminoacido Whey.

Foram analisadas proteinas
envolvidas na via mTORC1.

Exercicio associado a
ingestao de proteina 1
sintese de proteinas de
forma superior & somente
ingestdo isolada.
Exercicio associado a
ingestdo de proteina
favorece 1 p70°° ! e eEF2
quando comparado a
apenas ingestdo isolada.

Sinalizacdo da via
mTORC1 e aumento da
sintese proteica é
potencializada pela
combinacdo de TF e
ingestdo de proteinas.

Terzis et al. 2008

Verificar correlacéo de
p70%* (30 minutos ap6s
exercicio) e hipertrofia
muscular (14 semanas) no TF.

Correlagéo positiva de
p70°** com hipertrofia
muscular.

O estudo demonstra que a
p70°°*é um sinalizador no
aumento da sintese proteica

e possivelmente um
marcador hipertrofico em
resposta ao TF.

McGilory et al., 2014

Foi desenvolvido um ensaio
[y-(32)P] ATP para p70%**
para avaliar a atividade
quinase em masculo de
humanos submetidos ao TF e
ingestdo alimentar.
Inicialmente o ensaio foi
validado em células de cultura
e tecidos para knock-out de
p7056K1_

Foi aplicado TF em humanos
combinados a ingestdo de
proteinas para avaliar a
atividade de p705** e outras
quinases.

Em resposta ao TF e
ingestdo de proteinas a
atividade de p705** estava

1.
P70%% (thr389) nio foi
alterado.

Os dados apontam para a
utilidade em utilizar o
ensaio de quinase para
estudar a plasticidade

muscular.

(LAT1): transportador de aminoacido tipo L humano; (nTORC1): complexo 1 do alvo da rapamicina em mamiferos; (p70°<%): proteina ribossomal

S6K1; (eEF2): fator de elongagdo 2 da tradugdo; (TF): treinamento de forca.

Discussao

Regulagdo do mTORC1 por Sensores e Transportadores de Aminoacidos

Os aminoacidos (AA) sdo blocos construtores e agrupados formam uma proteina. A proteina é o principal

macronutriente para aumento da sintese de proteinas musculares, necessitando ser recuperado por meio da dieta”. No
jejum, o balanco protéico se encontra negativo, com a degradacéo de proteinas excedendo a sintese®. Curiosamente, o
balango proteico apds o TF é recuperado parcialmente gragas ao aumento da sintese de proteinas, mas ndo é suficiente
para promover um balanco liquido positivo®. Assim, apenas a ingestdo de nutrientes (AA) é capaz de resultar em
balango liquido positivo. Também é conhecido que o aminoacido essencial leucina é capaz de ativar a via mTORC1,

sendo que a rapamicina é capaz de bloquear a habilidade da leucina em aumentar a sintese de proteinas®.

R. bras. Ci. e Mov 2017;25(1):168-182.



175 Treinamento de forca, hipertrofia muscular e mtorcl

Interessantemente, sem a presenca de AA, fatores de crescimento sdo incapazes de ativar o mTORC1 efetivamente®,

Somente recentemente que o mecanismo molecular dos AA tem ganhado maior atenc¢do na ciéncia.

Cultura de células e modelos animais

Recentemente foram descobertas vias sensiveis aos AA que ficam localizadas upstream via mTORCL. A classe
3 da fosfatidilinositol quinase (Vps34) é uma quinase lipidica que fosforila a posicdo 3'hidroxi do anel da
fosfatidilinositol, sendo que sua funcéo inicial era a regulacdo do trafego vesicular no sistema endossomal/lisossomal®,

A Vps34 foi descoberta por Byfield et al.**

, que observaram inibicdo desta proteina na falta de AA, o que comprometia
também a via do mTORCL1 (Fig 2). Foi demonstrado em um estudo que uma Unica sessdo de exercicio de forca foi
suficiente em ativar a sinalizacdo do mTORCL1 e aumentar o contetido de leucina no masculo esquelético de ratos®,

como também capaz de aumentar a atividade do Vps34 pés-exercicio®.

| EsTiMuLoMECANICO |
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Figura 2. Regulagdo do mTORC1 por transportadores e sensores de aminoacidos. A associagdo de Homoélogo de Ras enriquecido no cérebro (Rheb)

com mTORC1 no lisossomo permite a ativagcdo do mTORC1. A ativagdo de A classe 3 da fosfatidilinositol quinase (Vps34) resulta na ativagdo do
mTORCL1.

Outro sensor de AA é a proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK4K)-3, que € ativada na presenca de AA,
e a superexpressio de MAPK4K-3 em células HEK-293 estimula mTORC1*. A delecdo de MAPK4K diminui o
tamanho da célula, sugerindo uma participacdo no seu estado anabdlico/catabolico. Na auséncia de AA, mTORC1 se
difunde ao longo da célula, enquanto a adigcdo de AA resulta em transporte da mTORCL1 para a membrana lisossomal
por meio da interacdo com a familia Rag das proteinas G e regulator, uma proteina localizada ha membrana lisossomal.

Uma vez no lisossomo, 0 mTORC1 pode se ligar & Rheb®.

Humanos

Apo6s exercicio de forca, é sabido que os niveis de leucina intracelular aumentam. E possivel que o aumento no
transportador de AA denominado Transportador de Aminoéacido 1 Tipo L (LAT1) seja um dos mecanismos pelos quais a
leucina é sinalizada no musculo esquelético®’. Apesar de néo ter sido foco da revisdo (suplementagdo de proteinas ou
AA), a disponibilidade de AA exdgenos e a maquinaria intracelular per se simultaneamente desempenham papel

importante na ativacdo do mTORC1 no TF.

Treinamento de forca/Sobrecarga mecanica e mTORC1

Cultura de células e modelos animais
R. bras. Ci. e Mov 2017;25(1):168-182
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Baar e Esser’ em 1999 realizaram o primeiro estudo que examinou se 0 aumento da massa muscular em
resposta ao treinamento de forca estava associado ao aumento da sinalizacdo de mTORC1. Este estudo demonstrou que
0 aumento da massa muscular de ratos submetidos a seis semanas de estimulacdo elétrica de alta intensidade foi
positivamente correlacionada com o aumento na fosforilagdo de p70°®* 6 horas apés a primeira sessdo de exercicio.
Assim, este estudo forneceu a primeira evidéncia de que a sobrecarga mecénica estava associada com aumento da
sinalizacdo do mTORCI, sintese proteica e hipertrofia. Outro estudo® néo apenas demonstrou que 0 mTORC1 estava
associado a hipertrofia muscular, mas também que era necessario para a hipertrofia muscular induzida por sobrecarga.
Neste elegante estudo, a administracdo de rapamicina inibiu a hipertrofia muscular induzida por sobrecarga, e tal
resposta foi acompanhada de inibicdo de p70°°!. Outros estudos utilizando o modelo de ablacéo dos sinergistas para
induzir hipertrofia compensatdria tém demonstrado aumento da sinalizacdo de mTORC1>%°,

A via classica da IGF-1/PI3K/Akt/mTOR parece ter papel paradoxal na hipertrofia por estimulos mecanicos.
Recentes evidéncias sugerem que a hipertrofia pode ser desenvolvida por ativacdo do mTORCL1 e independentemente
da participagdo do IGF-1*"*!, Spangenburg et al.** desenvolveram um modelo transgénico de camundongo que expressa
um receptor de IGF-1 dominante negativo (knock-in) no musculo esquelético. Foi constatado que estes animais
mutantes apresentavam uma perturbagdo na fosforilagcdo da Akt quando estimulados por IGF-1. Além disso, ndo existia
comprometimento da hipertrofia em resposta & ablagdo sinérgica, o que revela uma desnecessidade da atuacdo do
receptor funcional de IGF-1*.

Outro estudo reportou diferengas nas etapas de fosforilacdo, no qual foram observadas diferencas marcantes
entre a sinalizacdo de PI3K, Akt e mTOR. Enquanto foi observado um répido aumento da fosforilagdo de Akt, com
duracdo menor que 12 minutos, para 0 mTORCI a atividade se manteve por 12 horas no TF excéntrico*’. Estes dados
sugerem que o estimulo mecénico promove hipertrofia por mecanismos desconhecidos, independente de IGF-1 e com
ativacdo do mTORC1. No entanto, os potenciais candidatos a ativacdo do mTORC1 sdo enzimas lipidicas denominadas
de fosfolipase D (PLD) e 4cido fosfatidico (PA)***%. Estudos prévios demonstraram que a neomicina (inibidor da PLD)
previne a ativacdo do mTORC1™. Além disso, existe a necessidade da interacdo enzimatica entre PLD e PA (sintese de
PA pela PLD) para que 0 mTORC1 seja ativado, e diversos estudos tém demonstrado que o estimulo mecanico aumenta
a sintese de PA™*}(Fig 3). No entanto, os niveis de PLD nao sdo suficientes em explicar a ativacio do PA mesmo com a
interacdo enzimatica entre eles, pois o curso temporal das respostas entre PLD e PA é discrepante’®. Mais recentemente,
foi descoberto que o diacilglicerol quinase  (DGK () é predominantemente responsavel pelo aumento do PA induzido
pelo estiramento e é um contribuinte importante na ativacio mecanica da sinalizacdo do mTORC1".

Apesar de 0 mecanismo molecular de ativacdo do mTORC1 permanecer relativamente elusivo, um evento que
aparentemente regula a ativacdo do mTORC1 mediado pela sobrecarga mecanica é 0 aumento da atividade de Rheb®.
Estudo recente demonstra que a sobrecarga resulta na translocagdo de TSC2 distante de Rheb. Jacobs et al.** foram os
primeiros a demonstrar que a ativagdo do mTORCL por qualquer estimulo era resultado da remog&o forcada de TSC2 a
Rheb. TSC2 localiza com Rheb em misculos de camundongos em repouso, porém sob estimulos de contragdes
excéntricas, TSC2 se torna fosforilada no residuo RxRxxS/T e tal evento corresponde ao movimento afastando TSC2 de
Rheb*®. No entanto, ainda ndo é conhecido o mecanismo que fosforila TSC2 na hipertrofia induzida pelo estimulo
mecanico.

Outro candidato que tem recebido consideravel atencdo € a quinase de adesdo focal (FAK), que é uma proteina
integrina localizada dentro dos costameros do musculo esquelético, demonstrando sensibilidade mecanica em modelos
de estimulo mecanico em organismos como roedores, células, aves e humanos**“®. Na deformagdo mecanica, FAK é
recrutada nas ades@es focais onde controla moléculas que regulam a sintese proteica celular’’. Aumentos da fosforilacdo

e ativagdo da FAK podem ser observados em musculos estimulados por modelos de sobrecarga (sobrecarga cronica em
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aves e sobrecarga mecanica em roedores)**®

, € uma diminuicdo na fosforilacdo em condi¢des de desuso (imobilizacdo
em humanos e suspensdo de membros traseiros em roedores)***¢. Adicionalmente, a superexpressio de FAK in vivo
resulta em robusta hipertrofia, assim como na ativaco da p70°**, principal alvo downstream do mTORC1*. Ainda ndo
se sabe exatamente se a ativacdo de FAK é necessaria para induzir ativagdo do mTORC1. Mas existe evidéncia de que
FAK é necessaria para aumento da sintese proteica mediada pelo IGF-1 em miotubos via sinalizagdo de TSC2-

mTORC1-p70%°<*°,

[ EestiMuLomeEcANICO |

Figura 3. Regulagdo do mTORCL1 por estimulo mecénico. Evidéncias recentes demonstram que a ativagdo do mTORCL1 induzida pelo estimulo
mecénico no musculo esquelético ocorre por vias independentes de fosfatitil-inositol-3-quinase (PI3K) e quinase regulada por sinal extracelular 1/2
(ERK1/2). Evidéncias obtidas de modelos roedores sugerem que o acido fosfatidico (PA), produzido pelo diacilglicerol quinase { (DGK (), exerce um

papel significativo na ativagdo mecanica da sinalizagdo do mTORC1.

Humanos

Os estudos com humanos demonstram apenas associagdo ou correlagdo positiva entre alteracGes na
fosforilacdo de proteinas e as taxas de sintese proteica (ndo uma relacdo de causa e efeito), assim como hipertrofia
muscular®*?%, E sabido que a sinalizagio do mTORC1 se encontra ativada no musculo de humanos destreinados e
moderadamente treinados, tanto nas condicdes de estado alimentado como de jejum®***** O mTORC1 também se
encontra ativado em individuos altamente treinados® .
Em um “cenario” experimental similar ao estudo de Baar ¢ Esser’, Terzis et al.>? demonstraram em humanos

que o aumento da fosforilacdo de p70%°¢

no residuo T389 (30 minutos apds a primeira sessdo de exercicio agudo de
forga) estava positivamente correlacionada com a hipertrofia da fibra muscular e do misculo inteiro (14 semanas de
treinamento cronico de forga). Os dados indicam, portanto, que 0 mTORC1 exerce papel importante na regulagéo da
massa muscular em humanos, de forma similar aos dados com animais. No entanto, os estudos utilizando a rapamicina
para averiguar o papel do mTORCL na hipertrofia sdo escassos.

O Unico estudo que avaliou o efeito de rapamicina na sintese protéica foi o estudo de Drummond et al.’®. Os
pesquisadores observaram que a rapamicina foi capaz de inibir completamente o aumento na sintese protéica induzida
pelo treinamento de forca (1-2 horas). No entanto, a rapamicina inibiu parcialmente os marcadores de sinalizacdo do

S6K1L
0

mTORC1 durante este periodo de tempo. A rapamicina bloqueou o aumento da p7 no residuo T389 induzido pelo

treinamento de forga no periodo de uma hora, mas nao de duas horas pos exercicio. Vale ressaltar que a dose utilizada
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de rapamicina foi baixa. Mesmo assim, tal cenario sugere que 0 mTORCL esta envolvido com o aumento na sintese
protéica, uma vez que a rapamicina é considerada um potente inibidor desta via.

Assim, as pesquisas futuras com humanos necessitam avaliar os efeitos cronicos da rapamicina na hipertrofia
induzida pelo TF cronicamente. Além disso, 0 emprego de técnicas como espectrometria de massa (MS) (identificacdo
da proteina sensivel a um tratamento dentro de uma amostra) em conjunto com isdtopos estaveis (técnica de
mensuracgdo de sintese proteica) e analises 6micas poderdo contribuir no entendimento dos mecanismos que ativam

MTORC1 no musculo humano.

Aplicac@es praticas

A manipulacdo de algumas variaveis pode influenciar na resposta anabdlica. O treinamento com multiplas
séries, por exemplo, culmina em maior sinalizagdo anabdlica intramuscular, indicando que o volume pode influenciar na
sintese proteica®*°. E estudo recente demonstra que o TF de alto volume e de alta intensidade resulta em respostas
similares na sinalizaco de mTORC1%. Assim o0 mTORC1 pode ser considerado um mediador putativo ou necessério na
hipertrofia do muasculo esquelético humano, sendo que a maioria dos estudos observaram efeitos agudos?

A realizacdo de exercicios de forca (ativacdo mecénica) com altas intensidades (cargas elevadas) maximizam a
via mTORC1, uma vez que cargas com 80% de 1RM demonstram ser mais efetivas que cargas menores (30% de 1RM)
para induzir sinalizacdo anabdlica uma hora pés-exercicio em sujeitos destreinados®. No entanto, a correlagéo da via
mTORC1 com cargas elevadas de treinamento e hipertrofia precisa ser testada em um contexto crénico.

Um amplo corpo de evidéncia demonstra que o TF com grande volume (elevadas séries e/ou repetigdes) ou até

a falha muscular voluntria (fadiga muscular) leva a uma elevada ativagdo do mTORC1%%°%%,

Desta forma,
treinamentos que objetivam potencializar o estresse metabdlico aumentam as concentragdes de lactato e j& foi
demonstrado que o lactato serve como sinalizador do mTORC1%%. Novamente, é necessério haver mais estudos que
avaliem a relagdo entre hipertrofia muscular e a sinalizagdo de mTOR em resposta aos efeitos crénicos de diferentes
variaveis de treinamento fisico.

ContragBes méximas excéntricas ativam significativamente p70°°! e rpS6, enquanto que contragdes

0% ou rpS6%. Além disso, a velocidade de execucéo do

concéntricas falham em induzir alteragdes em Akt, mTOR, p7
exercicio excéntrico ndo influencia nas respostas anabélicas®™.

Imediatamente apds o exercicio, 0 consumo de proteinas de rapida absorcdo contendo o aminoécido essencial
leucina pode favorecer o aumento da sintese de proteinas, maximizando a atividade dos transportadores e sensores do
mTORC1?.

E preciso variar o treinamento por meio de suas varidveis, uma vez que individuos altamente treinados
comegam a desenvolver um tipo de resisténcia a sinalizacdo anabdlica®®. O programa proposto serve apenas como
orientacdo de como maximizar a atividade do mTORCL na pratica, mas é sabido que inimeras outras vias moleculares

regulam a massa muscular esquelética*®®

. Amaioria dos estudos avaliaram efeitos agudos do TF na sinalizag&o e sintese
proteica, mas poucos sdo os estudos que avaliaram sinalizagdo anabdlica com TF crdnico e seus efeitos na hipertrofia.
Além disso, existe variabilidade de resposta hipertrofica entre individuos (respondedores e ndo respondedores), e desta

forma, a individualidade biol6gica deve ser considerada na montagem de programas de TF®™,

Conclusdes
O mTORCL1 ¢ ativado no musculo esquelético em resposta a uma sessdo de TF/estimulo mecanico e esta
associado ao aumento da sintese proteica em diferentes modelos experimentais. Estudos também demonstram que o

MTORCL1 exerce papel importante na hipertrofia muscular induzida por sobrecarga mecanica em modelos animais. No
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entanto, sua relacdo com hipertrofia muscular em humanos ainda precisa ser melhor investigada. Além disso, a ativacdo
do mTORCL1 envolve a sinalizacdo de sensores/transportadores de aminoéacidos assim como a mecanotransducao.
Portanto, 0 mTORC1 configura-se como um importante mediador da regulacdo de sintese proteica e hipertrofia em

resposta a diferentes modelos de TF/sobrecarga mecanica.

Perspectivas

O avango da biologia molecular permitiu projetar cenarios moleculares antes impossiveis de serem
visualizados. Neste artigo foi demonstrado que sensores e transportadores de aminoacidos e o estimulo mecénico
(mecanotransducdo) ativam o mTORC1. No entanto, é bem provavel que existam outras proteinas e vias
celulares/moleculares envolvidas nestes dois mecanismos que sejam responsaveis por regular mTORC1. Estudos
posteriores com analises de larga escala (microarray e protedmicas) deverdo fornecer informacgdes valiosas sobre como
diferentes modelos de estimulos mecanicos governam os mecanismos moleculares de ativagdo do mTORC1, além de
identificar a existéncia de genes/proteinas em comum regulando positivamente ou negativamente um programa celular
em resposta a hipertrofia muscular em diferentes condigdes de exercicio fisico. Por fim, apesar de ndo discutidos no
presente artigo, estudos com microRNAs, modifica¢bes pds-traducionais e biogénese ribossomal sdo linhas promissoras
de investigacdo que deverao, no futuro, fornecer informacBes importantes sobre como o estimulo mecénico/treinamento

de for¢a regula a sinalizagéo de aminoécidos, eventos bioquimicos intracelulares e a ativacdo do mTORC1.
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