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RESUMO

7

Introducd@o: A sarcopenia € associada ao declinio progressivo de massa
muscular, forca e qualidade de contracdo, como resultado da diminuicdo da
sintese e aumento da degradacdo de mioproteinas durante o envelhecimento
biologico. O Treinamento de Forca (TF) € indicado para minimizar os efeitos
deletérios inerentes ao envelhecimento, como a sarcopenia, promovendo
mudancas intracelulares que levam a hipertrofia, aumento de forca e funcao
muscular. O conhecimento das alteracbes moleculares ap6és o TF em um
modelo de envelhecimento é pouco estudado. Objetivo: Avaliar os efeitos do
TF, sobre a expressdo de mRNA e fatores relacionados com a atrofia e
hipertrofia e na AST das fibras musculares dos musculos gastrocnémio e séleo
em ratos idosos. Metodologia: Vinte e quatro Rattus Norvegicus foram
divididos em 4 grupos: jovem sedentario (J), jovem treinado (JT), senil
sedentario (S) e senil treinado (ST). Durante 12 semanas o0s ratos foram
treinados no protocolo de TF de subida de escada vertical com pesos
anexados a cauda. As sessfes de treinamento consistiram em quatro subidas
na escada com 65, 85, 95 e 100% da capacidade maxima de carregamento do
rato, conforme determinado na sesséo anterior. Apds 48 horas, os musculos
gastrocnémio e soleo foram extraidos e divididos para analise de PCR em
Tempo Real e AST. Resultados: O envelhecimento aumentou as citocinas
inflamatoérias como TNFa em ambos os musculos, porém sem modificagao do
TWEAK no gastrocnémio. Os atrogenes e miostatina também aumentaram
(p<0,05). O eixo IGF-1/mTOR/p70S6K-1 foi reduzido no musculo gastrocnémio
(p < 0,05). Para o s6leo ndo houve diferenca. No musculo gastrocnémio o Fnl14
aumentou (p<0,05) e no soéleo houve reducao (p<0,05). MyoD aumentou no
gastrocnémio (p<0,05) e no séleo ndo apresentou diferenca. Para as citocinas
TNFa e TWEAK houve aumento no musculo gastrocnémio (p<0,05) e no soleo
nao houve diferenca modulados pelo TF. O eixo IGF-1/mTOR/p70S6K e o
MyoD no gastrocnémio e s6leo aumentou (p<0,05). NGs observamos reducao
na AST para ambos os musculos no envelhecimento (p<0,05), porém no TF
houve um aumento da AST (p<0,05). Conclusdo: O TF minimizou a reducao
da AST por meio do aumento dos niveis de mRNA relacionados a fatores de
sintese proteica, reducéo de atrogenes e citocinas nos musculos gastrocnémio
e sbleo em ratos idosos. As alteracdes no tamanho das fibras musculares, a
modulacdo das vias de sintese e degradacdo nos musculos estudados,
demonstraram a importancia do TF como estratégia para reduzir os efeitos
deletérios inerentes ao envelhecimento bioldgico.

Palavras - chave: Expressdo génica. Musculo esquelético. Treinamento de
forca.
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ABSTRACT

Background: Sarcopenia is associated with a progressive decline in muscle
mass, strength and quality of contraction as a result of decreased synthesis and
increased myoprotein degradation during biological aging. Strength training
(ST) has been indicated to minimize the deleterious effects inherent to aging,
such as sarcopenia, promoting intracellular changes that lead to hypertrophy,
increasing strength and function. Knowledge of molecular changes after ST in
an aging model has been little studied. Purpose: This study aimed to evaluate
the effects of ST in mMRNA levels of factors related to atrophy and hypertrophy
and cross sectional area (CSA) of the muscle fibers in the gastrocnemius and
soleus muscles in aged rats. Methods: Twenty-four Wistar rats divided into 4
groups: young sedentary (YS), young trained (YT), old sedentary (OS) and old
trained (OT). For 12 weeks, the mice were trained using a ST protocol
consisting of a vertical ladder climb with weights attached to the tail. Training
sessions consisted of four climbs on the ladder with 65, 85, 95 and 100% of the
maximum rat loading capacity as determined in the previous session. After 48
hours, the gastrocnemius and soleus muscles were extracted and separated for
Real-Time PCR analysis and CSA measurement. Results: Aging increased
inflammatory cytokines such as TNFa in both muscles, but without modifying
TWEAK in the gastrocnemius. Atrogenes and Myostatin also increased (p
<0.05). The IGF-1 / mTOR / p70S6K-1 axis was reduced in the gastrocnemius
muscle (p <0.05). However, for the soleus no difference was observed. In the
gastrocnemius muscle Fnl4 increased (p <0.05) and the soleus was reduced (p
<0.05). MyoD increased in the gastrocnemius (p <0.05) yet the soleus
presented no difference. For the TNFa and TWEAK cytokines there was an
increase in the gastrocnemius muscle (p <0.05), yet in the soleus no difference
was observed after ST. The IGF-1 / mTOR / p70S6K-1 axis and MyoD
increased in the gastrocnemius and soleus (p <0.05). We observed a reduction
in CSA for both muscles in aging (p <0.05), however, there was an increase in
CSA after ST (p <0.05). Conclusion: ST minimized the reduction of AST
through increased mRNA levels related to protein synthesis factors, and
reduced cytokines and atrogenes in the gastrocnemius and soleus muscle in
aged rats. Changes in the size of muscle fibers, synthesis modulation and
degradation pathways in the muscles studied demonstrated the importance of
ST as a strategy to reduce the deleterious effects inherent to biological aging.

Key - words: Gene expression. Skeletal muscle. Strength training.
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1. INTRODUCAO

A sarcopenia é associada ao declinio progressivo de massa muscular,
forca e qualidade de contragdo, como resultado da diminuicdo da sintese e
aumento da degradacdo de mioproteinas durante o envelhecimento biolégico
(40,80,100). Ocorre ainda reducdo da area de seccao transversa (AST) das
fibras musculares e da quantidade das fibras, em especial as de contragéo
rapida (tipo I1) (22,58,72,81). Essas modificacdes sao iniciadas pela sinalizacdo
de citocinas proé-inflamatoérias, como o fator de necrose tumoral-a (TNFa), fator
de necrose tumoral indutor de apoptose (TWEAK) e seu receptor, o fator de
crescimento de fibroblastos receptor indutivel-14 (Fnl4) membros da
superfamilia fator necrose tumoral (TNF) (25,26,84). Por consequéncia, ocorre
aumento da expressdo de duas ubiquitinas ligases Atrogina-1 e muscle ring
fingerl (MuRF1) modulado pelo fator de transcricdo em forquilhal (FoxO1)
para a degradacdo de proteinas pelo sistema ubiquitina proteassoma (SUP)
(28,103,109).

N&o obstante o estimulo de sintese proteica muscular é sinalizado pelo
fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), que através do seu
receptor insulinico (IRS) ativar4 o alvo de rapamicina em mamiferos (MTOR) e
a p70S6 quinase-1 (p70S6K-1), conhecida como o eixo IGF-1/mTOR/p70S6K-
1, um potente estimulador da sintese proteica (5,16,115). IGF-1 também
estimula a proliferacdo, a diferenciacdo e a fusdo das células satélites (CS)
durante o processo de sintese proteica (124). As CSs sédo reguladas pelos
fatores regulatérios miogénicos (MRFs), como a fator de crescimento
miogénico 1 (MyoD) e o fator de crescimento miogénico 5 (Myf5) que ativam as
CSs para a sua diferenciacdo em mioblastos, enquanto a Miogenina e o fatores
regulatérios miogénicos 4 (MRF4) promovem a maturacdo da fibra muscular
(124). Outro fator que controla a massa muscular é a miostatina, um membro
da familia fator de crescimento transformante-g (TGF-B), tanto no periodo
embrionario como no muasculo ja desenvolvido, sendo correlacionado com a
perda de massa muscular durante o envelhecimento (12,13,57,123,126).
Interessantemente, quando as vias da atrofia muscular estiverem ativadas, a
sinalizacdo mediada pelo IGF-1/mTOR/ p70S6K-1 estara reduzida, permitindo

FoxOl sinalizar para a ativacdo de Atrogina-1 e MuRF1. Além disso, as
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citocinas TNFa, eixo TWEAK/Fn14 e miostatina sdo reguladores do
crescimento muscular expressos no envelhecimento e participam do equilibrio
dessas vias (64). Desse modo, foi analisado fatores chaves relacionados a
sintese e degradacéao proteica com intuito de estabelecer a inter-relacao entre
as vias de hipertrofia e atrofia muscular durante o envelhecimento, bem como
estudar os efeitos do treinamento de for¢a (TF) sobre esse processo.

O TF é a estratégia terapéutica amplamente recomendada para
minimizar a perda da massa muscular, forca e funcéo relacionada com a idade
(80). Uma recente revisdo sistematica com meta analise confirmou que até
mesmo os idosos acima de 75 anos, podem desenvolver hipertrofia muscular e
aumentar a forca muscular em resposta ao TF (110). Outro recente estudo
demostrou que idosos treinados (>65anos), (3 x por semana, durante 12
semanas) com progressao de carga, aumentaram a AST das fibras do tipo de
fibra | e 1l, além da forca e fungdo muscular (14). Alguns estudos tém fornecido
dados de microarranjos mais completos relacionados a regulacdo da expressao
genica apO6s TF durante o envelhecimento. Raue e colaboradores (2012)
demonstraram que 661 genes responderam ao TF e estavam relacionados com
0 aumento da massa muscular, assim como Phillips et al, 2013 também
mostraram modulacdo de 580 genes através de analise transcriptomica em
idosos e jovens apos 20 semanas de TF. A interpretacdo biologica dos genes
responsivos ao TF mostraram evidéncia de um estimulo anabdlico, que
suportam as adaptacdes fisiolégicas tipicamente observado no musculo
envelhecido ap6s TF. Apesar destes dados, nenhum estudo investigou as
principais vias de sinalizacdo relacionados com a hipertrofia e a atrofia, com
base molecular para minimizar a perda de massa muscular promovida pela
sarcopenia e o impacto do TF no musculo envelhecido. Além disso, tivemos
como objetivo investigar o eixo TWEAK/Fn14, a fim de descrever o seu papel
na regulacéo da massa muscular no envelhecimento e ap6s o TF.

Com base nestes resultados prévios, nos hipotetizamos que o TF pode
amenizar os efeitos prejudiciais inerentes a sarcopenia, por meio do aumento
da expressao de fatores relacionados com a hipertrofia (IGF-1/mTOR/p70S6K-
1 e MyoD) e reducdo dos fatores associados a atrofia (FoxO1, Atrogina-1,
MuRF1, miostatina e as citosinas TNFa e o eixo TWEAK/Fn14) que culminara

no aumento da AST das fibras musculares. Portanto, o objetivo deste estudo foi
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avaliar os efeitos da TF, nos niveis de mRNA de fatores relacionados com a
atrofia e hipertrofia e na AST das fibras musculares dos musculos
gastrocnémio e sbleo em ratos idosos. Para 0 nosso conhecimento, este é o
primeiro estudo que avaliou as vias moleculares sobre os niveis de mMRNA
envolvidos nas adaptacdes musculares apés TF crénico em um modelo de

envelhecimento biolégico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais do musculo estriado esquelético

O musculo estriado esquelético forma o maior tecido presente nos
vertebrados e esta envolvido na locomocgdo, postura e movimentos
respiratérios (53). O musculo esquelético é descrito como estriado devido a
alternéancia das bandas claras e escuras, ou estriacdes, criada pelo padréo de
sobreposicao dos filamentos protéicos citoplasmaticos que causam a contracao
muscular (101).

Os parametros mais importantes que determinam as propriedades
funcionais do musculo sdo arquitetura e composicdo do tipo de fibra. A
arquitetura do musculo esquelético é definida pelo arranjo das fibras do
musculo em relacdo ao eixo de geracao da forca. Ja o tipo de fibra muscular
influencia na forca contrétil, na velocidade méaxima e no tempo para fadiga (32).
Ha uma série de artigos sobre os tipos de fibras orientados por vérias
disciplinas, como: fisiologia, histoquimica, bioquimica e microscopia eletronica,
mas a literatura € contraditoria e confusa devido ao uso de diferentes critérios
para essa classificagéo (31).

Nesse texto, classificaremos as fibras musculares por meio dos métodos

de coloracéo, fisiologia, metabolismo e limiar de fadiga, descritos a seguir:

Coloragao:

A coloracdo do mdasculo foi utilizada em um dos primeiros relatos
documentados sobre a classificacdo das fibras musculares (86). Por esse
método descobriu-se, entdo, que a maioria dos musculos de mamiferos €&
composta por dois tipos de fibras: as fibras vermelhas - usualmente finas,
escuras e com muitas mitocéndrias e goticulas de gordura; e as fibras brancas
- mais espessas, mais claras e com algumas mitocéndrias e goticulas de

gordura.

Fisiologia:
A miosina possui multiplas isoformas que contribuem para a diversidade

funcional das fibras musculares. As maiores diferengas funcionais das
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isoformas da miosina residem na por¢ao da cadeia pesada da molécula (MHC)
(86).

A MHC é a porcéo da cabeca da molécula de miosina que determina a
velocidade da reacdo das pontes cruzadas da miosina com os filamentos de
actina e, consequentemente, a velocidade de contracdo muscular. De acordo
com as principais isoformas de MHC encontradas no muasculo esquelético de
mamiferos, existem o0s seguintes tipos de fibras puras: uma fibra lenta tipo |
com MHCI e duas fibras rapidas chamadas tipo [IA com MHClla e tipo |IB com
MHCIIb e MHCIIx (86).

Um método util para o tracado dos tipos de fibras musculares nessa
classificacdo é a histoquimica adenosina trifosfatase miofibrilar (mATPase),
pois a ATPase na qual a atividade é analisada esta associada com a cabeca
globular da cadeia pesada da miosina e, consequentemente, com a velocidade
de contracdo, permitindo a correlacdo dos tipos de fibras com os perfis
especificos da MHC (86).

Metabolismo:

Toda energia necessaria para as funcdes celulares, incluindo atividade
contratil, é fornecida pela hidrolise de ATP para ADP e Pi (fosfato inorganico).
Esse consumo de ATP varia com o tipo de fibra e, por isso, sdo necessarios
mecanismos rapidos e eficientes para a sua resintese. Existem trés desses
mecanismos nas fibras musculares: atividade creatina quinase (CK), glicélise e
fosforilag&do oxidativa mitocondrial (101).

A CK é associada a fosfocreatina (PCr) que serve como reserva de
fosfato de alta energia para rapida regeneracdo do ATP evitando, assim,
acumulo ADP. Esse sistema PCr-CK possui alta poténcia e baixa capacidade
de regenerar o ATP. Ja a glicdlise é responsavel pelo metabolismo do
glicogénio e da glicose produzindo piruvato e lactato e representa uma
segunda fonte de ATP com baixa poténcia, mas grande capacidade quando
comparada com o sistema PCr-CK. A fosforilagdo oxidativa mitocondrial é
caracterizada por uma poténcia ainda mais baixa, mas uma grande capacidade
na regeneracdo do ATP. Esse processo utiliza Acetil-CoA como substrato

fornecido pelo piruvato, acidos graxos e corpos ceténicos (101).
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As fibras sdo entdo separadas, nessa classificacdo, pelo tipo de
metabolismo capaz de realizarem, onde algumas geram a maior parte do ATP
por meio do processo mitocondrial oxidativo; outras através do processo
glicolitico; e as intermediarias por ambos o0s mecanismos. O tipo de
metabolismo utilizado pelas fibras musculares foi associado a velocidade de
contracdo, baseado nas propriedades bioquimicas, onde essas foram, entéo,
classificadas como fibras lentas e oxidativas, fibras rapidas glicolitica oxidativa

e fibras rapidas glicoliticas (104).

2.2 Alteracbes no musculo esquelético decorrentes do processo de
envelhecimento

O envelhecimento representa um processo complexo e inevitavel
caracterizado pela diminuicdo das funcdes fisiolégicas e bioquimicas dos
principais sistemas, além de alterac6es morfoldgicas e celulares (27,43,108). O
musculo esquelético pode ser considerado o maior 6rgdo do corpo e, no
processo de envelhecimento, estd associado com perda de massa, forca e
funcao, além do aumento da concentracao de colageno e presenca de ligacdes
cruzadas entre as fibras de coldgeno (cross-link) na matriz extracelular (MEC)
(27,61). Alem disso, o envelhecimento associa-se ao declinio fisiolégico dos
sistemas cardiovascular e neuromuscular, levando a diminui¢cdo da capacidade
e performance das atividades diarias (1).

O déficit de massa e forca muscular, conhecido como sarcopenia,
prejudica a qualidade de vida do idoso e os predispbe ao aumento dos riscos
de morbidade, invalidez e mortalidade (40,56). O termo sarcopenia origina-se
da palavra grega sarx (flesh, tecido, carne) and penia (loss, perda) (75). Esse
termo é adotado clinicamente para denotar perda de massa muscular e é
comumente usado para descrever condicdes como desnervacdo, disfuncao
mitocondrial, alteracdes inflamatérias, alteracdes hormonais, diminuicdo da
forgca muscular, diminuicao da mobilidade e funcdo, aumento da fadiga e risco
de quedas. Tal como a osteoporose, a sarcopenia tem sido reconhecida como
uma condicéo de diagnostico definitivo (11,80). Apés os 50 anos de idade, ha
uma progressiva diminuicdo da massa muscular a uma taxa de 1-2% ao ano.

Similarmente, a forga muscular também diminui 3% ao ano apos os 60 anos de



19

idade enquanto a AST do musculo esquelético € reduzido cerca de 25-30% ao

ano apos os 70 (27).

Essa perda de massa muscular esta relacionada com a diminuigdo no
namero e atrofia das fibras musculares, principalmente das fibras tipo I, e com
mudancas na qualidade do musculo, como substituicdo do tecido muscular por
tecido conjuntivo e adiposo e diminui¢cdo da quantidade de Ca2+ intramuscular
(36,45,108).

A alteracdo na quantidade e no tipo de fibra ocorre devido ao aumento
do namero de fibras por unidade motora. Dessa forma, ocorre transformacao
das fibras musculares onde héa transi¢cdo da fibra muscular do tipo IlA para o
tipo I, assim, a quantidade de fibras rapidas diminui e as fibras lentas
aumentam (70,104).

Estudos mostraram que, tanto nos musculos de contracdo rapida, como
nos de lenta, o contetdo de colageno insolivel aumenta em ratos entre cinco e
25 meses de idade. Esse aumento, afeta tanto o colageno tipo |, responsavel
por formar fortes fibras paralelas e conferir resisténcia ao tecido, quanto o tipo
[, responséavel por formar uma malha de fibras mais frouxa e dar conformidade
ao mesmo, e ocorre devido reducdo da degradacdo da fibra colagena e da
reducdo na taxa de sintese do colageno (60). Além do aumento das fibras de
colageno, também ocorre aumento de cross-link dentro e entre as fibrilas,
durante o envelhecimento. A presenca de altos niveis desses cross-link torna
as fibras frageis aumentando a rigidez e diminuindo a forca ténsil muscular
(61).

As consequéncias de todas essas alteracdes envolvem reducdo da
atividade contratil, atrofia progressiva e perda de fibras musculares individuais
causando diminuicdo na producdo da forca muscular, além da diminuicdo da
reserva biolégica e diminuicdo da resisténcia ao estresse, colocando o0s
individuos mais velhos em risco. Essas mudancas associadas ao
envelhecimento causam e/ou exacerbam os problemas de saulde relacionados

com a idade (9).
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2.3 Vias de sinalizacdo da atrofia muscular e sarcopenia

O TNFa é expresso na membrana citoplasmatica do macrofago, sua
principal funcdo é promover a resposta imune, por meio do recrutamento de
neutrofilos e monaocitos para o local da infeccéo, além de ativa-los. Constitui-se
no principal mediador da resposta inflamatéria aguda e atua nas células
endoteliais, bem como, ativa a expressao de novos receptores celulares, que
irdo promover a adesdo de neutrofilos, mondcitos e linfocitos. Também
estimula as células endoteliais a secretarem as quimiocinas com acao
quimiotaxica sobre os leucécitos. Estd bem estabelecido que a ativacdo das
vias de atrofia no musculo esquelético em condi¢cdes desuso, tem mostrado
acdo de citocinas pro-inflamatérias tradicionalmente sugeridas como o0s
mediadores do musculo esquelético em varias condicdes como doencas
cronicas. Nesse contexto, o TNFa induz atrofia muscular em varios modelos
experimentais, tais como atrofia por desuso, desnervacdo, bem como em
situacdes de doencas cronicas (35). Porém, pouco se sabe do papel do TNFa
como sinalizador da atrofia muscular no envelhecimento, especialmente sua
modulacao pelo treinamento de forca.

Recentemente, outra citocina inflamatéria indutora de apoptose
denominada TWEAK foi considerada como importante mediador de atrofia do
musculo esquelético, em condi¢cdes de desuso e desnervacao. A expressao do
receptor Fnl14 foi aumentada cerca de 6 a 7 vezes no musculo esquelético 4
dias apés a desnervacdo. O papel do sistema de TWEAK/Fn14 envolve a via
de sinalizacdo de NF-k, a expressdo de MuRF1 que culmina na ativacao do
SUP e assim leva a protedlise muscular (3,66). TWEAK parece ser a primeira
citocina envolvida na perda de massa muscular em condi¢des de desuso. No
presente estudo, analisamos o0 conhecimento atual e discutiremos o0s
mecanismos pelos quais o sistema TWEAK/Fn14 regula a atrofia dos musculos
s6leo e gastrocnémio em ratos idosos. Até onde sabemos, o estudo do TWEAK
em idosos treinados é ainda pouco estudado na literatura.

O eixo TWEAK/Fn14 parece estar envolvido na sarcopenia, tanto em
humanos como em ratos (94,95). O Fnl4 foi esta relacionado com a
degradacédo muscular no envelhecimento (5,18). Sugere-se que TWEAK/Fn14

tem um papel na regulacdo da massa muscular durante o envelhecimento,
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mostrando que a expressao de Fnl4 é aumentada significativamente no
musculo com o avancar da idade. Além disso, o eixo TWEAK/Fn14 pode estar
relacionado a filotipagem das fibras musculares do gastrocnmeio e soleo (111),
e, mesmo quando seu receptor Fnl4 esta suprimido, o TWEAK também pode
sinalizar genes nas vias de atrofia como MuRF1 e Atrogina-1 (78).

Considerando que no envelhecimento ocorre atrofia e fraqueza no
musculo esquelético, sera muito importante conhecer os mecanismos e vias de
sinalizacao envolvidas nesse processo. Poucos estudos abordaram as vias de
sinalizacdo envolvidas nesse processo. Um aspecto de extrema relevancia é
verificar se o TWEAK estd envolvido nas vias de sinalizacdo, bem como
caracterizar o seu papel modulatério no processo de atrofia no envelhecimento.
Além disso, descrever as vias de atrofia serad necessario para entender como o
treinamento de forca as modulam na degradacéao proteica (78).

O FoxO1, quando fosforilado, permanece no citosol, sendo incapaze de
transcrever genes envolvidos no processo de atrofia muscular. Por outro lado,
em situacBes de atrofia muscular, a diminuicdo da via de sinalizacdo da Akt
permite a transcricdo da Atrogina-1 e MuRF1 (64).

De forma interessante, quando as vias da atrofia muscular estiverem
ativadas, a sinalizacdo mediada pelo IGF-1 estara reduzida, fato que diminui a
sinalizacao da serina-treonina-quinase (Akt) e permite o FoxO1 ative os genes
de atrofia. Dessa forma, ha uma inter-relacdo entre as vias de hipertrofia e
atrofia muscular, fato que modula a transcricdo génica envolvida no trofismo
muscular em resposta a demanda de trabalho no sistema musculo esquelético
(4, 64,96,102).

A Atrogina-1 é um gene fortemente ativado em musculos que passam
por processos de atrofia das mais variaveis etiologias como cancer,
imobilizacdo, caquexia e desnervacdo (65). Essa atrofia muscular esta
relacionada a um sistema de protedlise chamado ubiquitina/proteassoma
(64,65). O envolvimento da via ubiquitina-proteassoma na atrofia do musculo
esquelético esta bem estabelecido: os niveis de mMRNA de genes que codificam
componentes distintos dessa via encontram-se aumentados no musculo em
condi¢cbes desuso (64, 4); enquanto a inibicdo da via proteossoma bloqueia os

niveis aumentados da protedlise durante a atrofia (59,60).



22

Atrogina-1 € constituida por um dominio F-box, o qual caracteriza uma
classe de proteinas ubiquitina-ligases (E3) (44). Atrogina-1 desempenha papel
primordial na ligacdo da proteina que sera ubiquitinada e degradada (65).
Deste modo, a Atrogina-1 é conhecida como uma proteina nuclear regulatoria,
de fundamental importancia no mecanismo de diminuicdo da sintese e
aumento da degradacéo de proteinas, no musculo esquelético em processo de
atrofia (126).

Além da via de degradacdo de mioproteinas pela Atrogina-1, outra
proteina ubiquitina-ligase E3 chamada MuRF1 também exerce papel de
destaque na quebra de proteinas (4). Os membros da familia MuRF foram
encontrados associados a componentes miofibrilares, como a titina na linha M
do sarcomero, sendo estes componentes possiveis alvos da degradacao pela
MuRF1 no musculo esquelético. Interessantemente, tanto a atrogina-1 como o
MuRF1 sdo expressos seletivamente no tecido muscular (cardiaco e
esquelético) de humanos e ratos, indicando uma importante funcdo na
adaptacao destes tecidos (4). Dessa forma, sabendo-se da importancia da via
ubiquitina-proteassoma como mediadora da atrofia muscular, esse projeto ira
avaliar os genes MuRF1 e a atrogina-1 como marcadores precoces da atrofia
muscular em ratos idosos.

A miostatina também exerce importante funcdo no controle da massa
muscular, tanto no periodo embrionario como no musculo ja desenvolvido. Ela
€ também conhecida como fator de crescimento e diferenciacédo e € membro da
superfamilia TGF-B. Sabe-se que a inibicdo de sua expressdo gera um
expressivo aumento da massa muscular, causada pela combinacdo de
hipertrofia e hiperplasia. Pelo fato dos niveis de expressdo da miostatina
estarem correlacionados a perda de massa muscular em diferentes situacfes
como desuso (13) e desnervacdo (126), torna-se interessante também avaliar
sua expressdo no envelhecimento. Teoricamente, 0 aumento dos niveis de
miostatina pode bloquear o eixo IGF-1/mTOR/p70S6K-1, reduzindo a via de
sintese, culminando no aumento da degradacao proteica, levando a diminui¢ao
da AST (64,105). O declinio dessas vias de sinalizacdo esta relacionado com
as alteracOes deletérias na composicao corporal e a fungdo fisica com o

envelhecimento (42).
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2.4 Vias de sinalizacao de hipertrofia muscular

Nos periodos pré e pos-natal, o desenvolvimento dos tecidos é
amplamente regulado pelo horménio do crescimento (GH), produzido na
hipdfise, que por sua vez, induz a producao do IGF-1 pelo figado. O IGF-1 é o
mediador primario da maioria das respostas do horménio GH em todos os
tecidos (5). Ele se liga ao receptor insulinico no sarcolema que ira recrutar o
IRS causando a ativacdo da fosfaditil-inositol 3 quinase (PI3K), que adiciona
fosfato na Akt, tornando-a ativa para fosforilar o mTOR e a p70S6K-1 que atua
como um potente estimulador da sintese protéica (5,16,115).

A Akt também tem um papel determinante na regulacdo da transcricao
génica por meio da inativacdo de FoxOl1l. O FoxO1l é um fator de transcricdo
responsavel pela ativacdo de genes envolvidos com componentes do sistema
proteolitico coordenado pelo SUP (46). As isoformas da proteina FoxO, quando
fosforiladas pela Akt, permanecem sequestradas no citosol, sendo incapazes
de transcrever genes envolvidos no processo de hipotrofia muscular. Por outro
lado, em situacBes de hipotrofia muscular, a diminuicdo da via de sinalizacao
da Akt permite a transcrigdo da Atrogina-1 e MuRF1 pelo FoxO1 (64).

De forma interessante, quando as vias da hipotrofia muscular estiverem
ativadas, a sinalizacdo mediada pelo IGF-1 estara reduzida, fato que diminui a
sinalizacdo da Akt e permite a FoxO1l transcrever os genes de hipotrofia
muscular. Dessa forma, ha uma inter-relacdo entre as vias de hipertrofia e
hipotrofia muscular, fato que modula a transcricdo génica envolvidos no
trofismo muscular em resposta a demanda de trabalho no sistema musculo

esquelético (64).

2.5 Treinamento de for¢ca no envelhecimento

O TF, também conhecido como treinamento contra-resisténcia ou
treinamento com pesos, tornou-se uma das formas mais populares de
exercicios para melhorar a aptiddo fisica de um individuo e para o
condicionamento de atletas. Esses termos tém sido utilizados para descrever

um tipo de exercicio que exige que a musculatura do corpo promova
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movimentos dindmicos ou isomeétricos contra a oposicdo de uma forca
geralmente exercida por algum tipo de equipamento (125).

O treinamento do musculo é tipicamente dividido em 2 categorias:
resisténcia (endurance) ou forca. O treinamento de resisténcia refere-se ao
exercicio direcionado a melhora da resisténcia (duracdo em que a pessoa pode
permanecer em atividade fisica) e capacidade aerdbica, caracterizado por
atividades com frequéncia diaria, intensidade moderada a vigorosa e duracao
de, pelo menos, 30 minutos por dia (37,120). JA o TF esta relacionado a
exercicios direcionados a melhoria da capacidade de geracdo de forca no
musculo esquelético e, por isso, é considerado uma modalidade apropriada
para alterar, diminuir ou reverter parcialmente algumas alteracdes fisiol6gicas
gue ocorrem no musculo esquelético durante o processo de envelhecimento
(37,120).

O TF representa €, atualmente, a estratégia primaria recomendada para
prevenir e reverter a diminuigdo de massa muscular, for¢ga e fungao relacionada
a idade (80). Atualmente as recomendacfes de 6rgdos de saude publica para
idosos (> 65 anos), tanto no Canada quanto nos Estados Unidos prescrevem
150 minutos de atividade fisica aer6bia moderada a vigorosa por semana, com
exercicios de forga adicionais realizados duas vezes por semana (14).

Geralmente, em adultos jovens, o TF provoca maior aumento no
tamanho das fibras do tipo Il em comparag¢do com o tipo Fibras | (2, 110) O
estudo realizado por Mitchell et al., 2013, verificou que, em um periodo de 16
semanas de TF realizados por 23 adultos jovens, houve aumento da forca
para 1RM e aumento da aréa de secc¢do trasnversa nos membros inferiores.
Além disso, foi observado um aumento na fosforilacdo do IGF-1 e p70S6K e
mudancas no contetdo de proteina muscular correlacionada com a hipertrofia.

Porém, para que o treinamento de forca seja eficaz em idosos é
necessario um programa de treinamento especifico. Mayer e colaboradores
(2011), demonstraram que o treinamento de forca com 3 séries de 8-12
repeticdes e intensidade de 70-85% de uma repeticdo méxima; frequéncia de
2-3 vezes por semana por, pelo menos, 8-12 semanas, otimizaria os efeitos
benéficos do treinamento fisico durante o processo de envelhecimento. Esse
estudo confirmou a recomendacgédo feita pelo American College of Sports

Medicine em sua declaragcéo oficial de 2009, que defende o programa de



25

treinamento, formado por 3 séries de 8-12 repeticdes com 60-80% de 1 RM, 1-
3 minutos de descanso entre as séries e de 2-3 vezes por semana, para
melhoria da forca e hipertrofia em idosos (90).

Os beneficios do TF para populacdo mais velha, foi estudada em uma
recente revisdo sistematica que confirmou que até mesmo os muito idosos (>
75 anos) mantém a capacidade para a hipertrofia muscular e aumento da forca
de resposta ao exercicio de treinamento (110). Especificamente, o treinamento
de forca tem sido mostrado para melhorar a forca muscular de idosos
contrariando os efeitos da sarcopenia (39,114). Foi relatado um aumento de
11% no meio da coxa na area de seccao transversal apds 12 semanas de
treinamento de resisténcia 3 dias por semana 3 séries de oito repeti¢cdes, dois
minutos de intervalo com 80% de 1-repeticio maximo (1RM) nos exercicios
cadeira flexora e extensora em homens idosos (Frontera, 1988). Isto pode ser
devido a hipertrofia da fibras musculares, tal como treinamento de forca
aumenta a sintese de proteina muscular, nimero de miofibrilas, actina e
miosina, sarcoplasma e do tecido conjuntivo (33,122).

O treinamento de forca pode, portanto, aumentar a forca muscular
durante o envelhecimento atuando nos seguintes fatores: aumento da area de
seccao transversa; melhora da funcdo neural com aumento das unidades
motoras; mudanca na arquitetura muscular e adaptacdes no aumento dos
metabolitos intramusculares (90).

O aumento da area de secc¢do transversa do musculo ocorre devido a
hipertrofia das fibras musculares, principalmente as do tipo Il, causada pelo
treinamento (108). Além disso, ha uma alteracdo na distribuicdo dessas fibras
onde o percentual de fibras tipo llb diminui e de fibras tipo lla aumenta devido
conversdo de um tipo de fibra para outra (17, 120). Essa conversao da fibra
rapida fadigavel para fibra lenta oxidativa, pode ser gerada pelos niveis de
expressao das proteinas intracelulares que regulam a cinética do Ca2+ (41).

A MEC, do musculo esquelético, é conhecida por responder ao aumento
da carga causado pelo treinamento de forca, exercicio agudo ou hipertrofia
compensatoria experimental por meio do aumento da expresséo, sintese e
acumulo de colageno | e Ill (112). Assim, a carga mecanica reduz os niveis de
cross-links, fortemente presentes na MEC durante o processo de

envelhecimento (como citado anteriormente), devido a orientagdo mais paralela
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das fibras colagenas ao longo do eixo do estresse aplicado e ao aumento na
taxa de deposicdo e degradacdo do colageno, ou seja, aumento na taxa de
“turnover” (47,60). A reducdo dos cross-links presentes na MEC promove,
portanto, a diminuicdo na rigidez muscular e beneficia as propriedades

mecanicas musculares no idoso (61).
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3. OBJETIVO

Avaliar os efeitos do TF, nos niveis de mRNA nos fatores relacionados
com a atrofia e hipertrofia e na AST das fibras musculares dos musculos

gastrocnémio e soleo em ratos idosos.
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4. HIPOTESE

A hipotese do presente trabalho € que o TF pode amenizar os efeitos
prejudiciais inerentes a sarcopenia, por meio do aumento da expressao de
fatores relacionados com a hipertrofia (IGF-1/mTOR/p70S6K-1 e MyoD) e
reducdo dos fatores associados a atrofia (FoxO1, Atrogina-1, MuRF1,
Miostatina e as citosinas TNFa e o eixo TWEAK/Fn14) que culminara no

aumento da AST das fibras musculares.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados 28 ratos, Wistar
novergicus albinos de 3 meses (jovens, n = 14) e 20 meses (senis, n = 14),
provenientes do Biotério Central da UFSCAR (Universidade de Séo Carlos). Os
ratos foram mantidos no Biotério Central da UFSCAR em temperatura
ambiente, entre 22 e 24°C, com luz controlada em ciclo de 12 h (claro/escuro).
A 4gua e a comida foram administradas ad libitum. O experimento foi
conduzido segundo as normas internacionais de ética na experimentacdo
animal (National Research Council, 1996). Esse projeto, com a descricdo
minuciosa de todos os procedimentos, foi encaminhado a Comissdo de Etica

na Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o Carlos.

5.2 Grupos experimentais

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais (7
animais/grupo), na seguinte ordem: jovens (J); senis (S); jovens que realizardo

o treinamento de forga (JT); senis que realizardo o treinamento de forga (ST).

5.3 Treinamento de forca

O treinamento de forca de 12 semanas foi realizado 3 vezes por
semana. Inicialmente, os ratos foram adaptados ao protocolo de treinamento
de forca que exigiu que os animais escalassem uma escada vertical (1,1 x 0,18
m, degrau de 2 cm, inclinagdo de 80°) com pesos presos as suas caudas. O
tamanho da escada fez com que os animais realizassem 8-12 movimentos por
escalada. O aparato de carga foi preso na por¢ao proximal da cauda com uma
fita auto-adesiva. Com o aparato fixado a cauda, os ratos foram colocados na
parte inferior da escada e familiarizados com a mesma. Quando necessario,
um estimulo de pinca era aplicado na cauda do animal para iniciar o
movimento. No topo da escada os ratos alcancaram uma gaiola (20 x 20 x 20
cm) onde descansaram durante 2 minutos. Este procedimento foi repetido até

gue 0s animais conseguissem, voluntariamente, escalar trés vezes
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consecutivas e sem estimulo. Trés dias apds esta familiarizacdo, a primeira
sessdo de treinamento consistiu de 4-8 escaladas na escada com cargas
progressivamente mais pesadas. A escalada inicial consistiu em carregar uma
carga de 75% do peso corporal do animal. Em seguida, foi adicionado um peso
de 30 g até uma carga com a qual o rato ndo conseguisse escalar toda a
escada. A falha em escalar foi determinada quando o animal ndo conseguiu
progredir na subida da escada apos trés estimulos sucessivos na cauda. A
maior carga carregada por toda a escada foi considerada como a capacidade
maxima de carregamento do rato para aquela sessdo de treinamento. As
sessOes de treinamento consistiram de quatro escaladas na escada, 65%,
85%, 95% e 100% da capacidade maxima de carregamento do animal,
determinada na sessao anterior. Durante as escaladas subsequentes foram
adicionados 30 g até que uma nova capacidade maxima de carregamento seja
determinada. O protocolo de treinamento de forca apresenta metodologia
similar aos usados em humanos e foi adaptado de Hornerberg e Farrar (2004),

de acordo com as necessidades do presente estudo.

5.4 Eutanasia dos animais, retirada e armazenamento dos

musculos

Peso corporal inicial foi registrado em gramas antes do treino de forca e
peso corporal final foi registrada 48 horas apds a Ultima sesséo de treinamento.
As médias foram calculadas para todos os grupos como mostrado na Tabela 2.

Apos 48h do término do periodo experimental, todos os procedimentos
experimentais foram realizados com o0s animais anestesiados, utilizando
injecdo intraperitonial de solugdo de xilazina (12mg/kg/peso corporal) e
guetamina (95 mg/kg/peso corporal). Os animais foram posicionados em uma
mesa cirdrgica em decubito dorsal, com as patas presas e mantidas em
extensdo, para assim efetuar a retirada dos musculos gastrocnémio e séleo.

Utilizamos, neste estudo, o mauasculo s6leo cuja composicdo é
predominantemente de fibras lentas (tipo 1) e intermediarias (tipo lla) e o
musculo gastrocnémio cuja composicéo é predominantemente de fibras rapidas
(tipo lIb), facilitando a visualizacdo das alteragBes nos trés tipos de fibras

durante o envelhecimento e apds o treinamento de for¢ca (Eng, 2008). Os
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musculos da pata posterior direita de cada animal foram separados em por¢des
proximais e distais, depois de removidas, as amostras foram transportadas em
nitrogénio liquido e armazenadas a temperatura de -80°C. Neste estudo, foram
utilizadas as porcdes proximais para a histologia e a distal para o ensaio de

PCR em tempo real.

5.5 Analise histolégica

Cortes histolégicos transversais (10 um) a partir do meio de cada
musculo gastrocnémio e soleo foram obtidos em criostato (Micron HE 505,
Jena, Alemanha), coradas com Touluidine Azul / 1% de bé6rax (TB) e acessado
por microscopia de luz (Axiolab , Carl Zeiss, Jena, Alemanha) para avaliar a
morfologia muscular geral. Fotos de cinco regides diferentes foram obtidas
utilizando um microscoépio de luz equipada com uma camera digital (Sony DSC
S75, Toquio, Japédo) foram feitas para acessar a area da secao transversal da
fibra muscular (AST). A AST de 100 fibras escolhidos aleatoriamente a partir de
cada imagem foi medido utilizando o software Axiovision 3.0.6 SP4 (Carl Zeiss,
Jena, Alemanha), totalizando 600 fibras musculares por animal. Em seguida, a
normalizagdo destes valores foi realizada calculando a média da area da
seccdao transversal e dividindo pelo peso do corpo de cada animal (AST / peso

corporal).

5.6 Extracao de RNA total

Para extracdo do RNA total foi utilizado o mecanismo manual de
maceracdo tecidual com almofariz e pistilo em nitrogénio liquido (N2). O
objetivo dessa maceracdo € obter um produto de granulacdo menor possivel
semelhante a um “pd” que garanta o rompimento das células. O uso de
almofariz e pistilo € uma técnica amplamente utilizada em laboratérios para

ruptura de diversos tecidos tanto vegetal quanto animal.
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Figura 1. Padronizacdo da extrac8o de RNA total. A. Maceracdo do tecido muscular com
almofariz e pistilo em N,; B. Tecido muscular macerado, com aspecto de p6; C. Coleta do

tecido macerado; D. Armazenamento do tecido macerado.

ApOs varias tentativas de extracdo do RNA total, 0 mesmo foi extraido
de cada animal utilizando o reagente Trizol® Reagent (Life Technologies), de
acordo com o seguinte protocolo: A. Apés a maceracdo, as amostras foram
colocadas em um tubo de ensaio de plastico e adicionado a ela 1 ml de Trizol®
Reagent (Life Technologies); B. A amostra foi homogeneizada no equipamento
(Omni Tip Plastic Homogenizer Probes ® Kennesaw, GA, USA) durante 30
segundos e logo em seguida colocada durante 2 minutos no gelo a 0°C. Esta
sequencia foi repetida trés vezes seguidas; C. Em seguida, a amostra junto
com o Trizol® Reagent (Life Technologies) foi transferida para um tubo de 1,5
ml; D. Foi adicionado 200ul de cloroférmio, vortéx por 15 segundos e 7 minutos
em temperatura ambiente; E. Centrifugacdo durante 15 minutos, 12.000 rpm a
4°C; F. Separar o sobrenadante (fase liquida contendo o RNA total); G.

Pipetagem do sobrenadante para outro tubo e adicdo do mesmo volume de
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isopropanol; H. Mexer por inversdo 10x (com as maos) 7 minutos em
temperatura ambiente; |. Centrifugacdo durante 8 minutos a 12.000 rpm de 4-
25°C; J. Foi retirado o sobrenadante e descartado, preservando o pellet; L. Foi
adicionado ao pellet 1 ml de etanol a 75%; M. Centrifugacdo a 12.000 rpm
durante 5 minutos de 4-25°C; N. Extracdo do sobrenadante e preservacao do
pellet; O. Adicionar ao pellet 1 ml de etanol a 75%; P. O tubo contendo o pellet
foi deixado com a tampa aberta em temperatura ambiente para que o etanol
fosse totalmente evaporado entre 10 e 20 minutos; Q. Apds a secagem, o pellet
foi ressuspenso em 30ul agua RNase Free, vortex de 5 a 10 segundos e spin
de 15 a 30 segundos a 12.000 rpm. R. O RNA total foi extraido e
posteriormente armazenado a -80°C. Esse protocolo é elucidado de acordo

com os passos de A a R descritos acima.

5.7 Andlise da qualidade e quantificacdo das amostras

A quantidade de RNA total foi quantificado pelo método fluorimétrico
Qubit® (Life Technologies) utilizando 1 pl de cada amostra. A integridade e a
qualidade do RNA total obtido foi testado em um Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies Inc. EUA) para andlise da qualidade do RNA extraido das
amostras. O valor RIN (Numero de Integridade do RNA) variou 8,0 a 10,0, e a

proporc¢ao variou entre 1,8 e 2,0.
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Figura 2. Eletroferograma a partir do Bioanalyzer 2100 para extracdo de RNA total do tecido
muscular. Para obter uma amostra de RNA total de elevada qualidade, dois picos bem
definidos, correspondentes aos RNAs ribossomais 18S e 28S deve ser observados,

semelhante a um gel de agarose desnaturante.

5.8 Espectrofotometro

A densidade oOptica (DO) das amostras foram determinada por
espectofotometria  Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosciences), no
comprimento de onda de 260nm. Para avaliar a qualidade do RNA isolado foi

determinada a razéo entre as absorbancias a 260 e 280 nm (raz&o > 1.8).

5.9 Qualidade (gel de agarose 1%)

Também foi avaliada a qualidade do material por eletroforese das
amostras (25ug de RNA total) em gel de agarose (1%), em tampédo TBE
(triborato EDTA). Posteriormente, os géis foram corados com brometo de
etideo.

As amostras de RNA extraidas foram avaliadas por eletroforese gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio (10mg/uL). Inicialmente foi feito um
gel de agarose 0,3 g onde foi adicionado 30 ml de TBE e 7,5 puL de brometo de
etideo e foi vertido em uma cuba de eletroforese horizontal (Thermo Scientific,

Portsmounth, NH, USA). Em seguida, 2 puL de cada amostra foi misturada a
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3uL do tampao de amostra (TBE 50%, Glicerol 50%, Azul de bromofenol 1%)
aplicadas no gel. As amostras foram colocadas em pocos no gel de agarose a
1% que posteriormente foi realizada uma corrida a 80-100 mA. Apoés a corrida,
o gel foi avaliado em um transiluminador com radiacdo ultravioleta
(Biosystems). A imagem digital foi capturada a partir de um sistema de
fotodocumentacdo de géis acoplado ao transiluminador (Biosystems) e
conectado a um computador. A integridade das bandas de RNA ribossomal em

18 e 28S foram verificadas.

5.10 Tratamento com DNase

Apés a verificacdo da qualidade de RNA, por meio verificacdo das
bandas de 18 e 28S, foi observado presenca de DNA Genbmico sendo
necessario tratamento com DNase. Foi utilizado o DNase Treatment e Removal
(Life Technologies ®) de acordo com o seguinte protocolo: A. Foi adicionado
0,1 pL de Buffer 10x DNase; B. Adicao de 0,8 pL de rDNA [; C. As amostras
foram colocadas no banho seco a 37°C durante 30 minutos; D. Adicionou-se
3,0 pl rDNA Inativation; E. Foi incubado em temperatura ambiente durante 2
minutos; Centrifugacdo a 12.000 rpm durante 1,5 minutos; F. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo.

18SIRNA 2> 1 ¢ F F

Figura 3. Eletroforese em Gel de Agarose a 1%. Bandas 28S e 18S de amostra de gel padréo

apos tratamento com DNase.

5.11 qPCR (Reverse Transcriptase) Sintese de cDNA
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Apods a quantificagdo das amostras de RNA, 1ug/pL de RNA foi utilizado
para sintese do cDNA, utilizando o Kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems) a reac&o constou dos seguintes etapas: 2uL
de10X RT Buffer; 0,8uL de 25X dNTP (100nM); 2uL de 10X Randow primers;
1uLde Rnase incubater; 1uL de transcriptase reverse; 3,2uL de agua miliQ e
1uL da amostra de RNA. O volume final de 20uL foi incubado a diferentes
temperaturas utilizando o termociclador (Veriti- Applied Biosystems). O
programa utilizado foi o sugerido pelo fabricante. Apos a sintese o cDNA foi

armazenado a -20°C.

5.12 Real Time-PCR

Atualmente, o uso de gPCR tem sido uma técnica mais precisa para
quantificar niveis de expressdo em diferentes amostras com quantidades
minimas e também quando ha presenca de genes raros. Esta metodologia
consiste em uma reacdo de amplificacdo em tempo real. Para isso, um sistema
fluorescente em plataforma capaz de detectar a luz oriunda da reacao de
amplificacéo € utilizado.

Em seguida, diferentes fracdes das RTs foram utilizadas na amplificacéo
em cadeia por Polimerase (PCR) em um equipamento que monitora a geracao
de amplicons em tempo real StepOne (Applied Biosystems). As amplificacdes
por PCR seréo efetuadas utilizando-se 10-80ng/ul de cDNA adicionado a uma
reacdo contendo 15 ul de SYBR Green PCR master misx, 100-300nM dos
primers (senso e antisenso) em uma solugdo com volume final de 30ul, dividido
em trés tubos (triplicata). As condicbes de ciclagem ocorrerdo conforme a
padronizacao de cada primer. Apos a reacdo de PCR, é possivel determinar o
inicio da fase de amplificacdo exponencial Cq (Cicle Quantification) de cada
amostra, que sera utilizado como dado para a analise da expressao génica.

O valor Cq (Cicle Quantification) de cada amostra foi calculado utilizando
o software StepOne (Applied Biosystems). A média dos valores Cq das
triplicatas para cada amostra foram utilizadas para a analise da expressao
relativa de mRNA, usando os genes constitutivos GAPDH e RPLPO como

alvos de referéncia para a normalizagéo de entrada.
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5.13 Primers

Os oligonucleotideos, que foram utilizados como primers, para as
reacbfes de polimerase em cadeia para o fator transcricional musculo-
especificos Myo-D, foi retirado de Hill e Goldspink, 2003; Os primers da
Miostatina, IGF-1, mTOR e p70S6K-1 e os controles internos (GAPDH e
RPLPO) foram construidos utilizando-se o Primer Express Software (Applied
Biosystems, Foster City, CA), como mostrado na tabela 1.

Gene Forward Reverse NCBI (Reference Amplicon
Sequence) Size, bp

IGF-1 GCTCTTCAGTTCGTGTGTGGA AGATCACAGCTCCGGAAGCA NM_184052.3 125
mTOR CACCCAAGCCTGGGACCTCTA GGCTGGTTGGGGTCATATGTT NM_019906.1 156
p70S6K-1 CTACAGAGACCTGAAGCCGGAGA AATGTGTGCGTGACTGTTCCATC NM_031985.1 114
Miostatina CTACCACGGAAACAATCATTACCA AGCAACATTTGGGCTTTCCAT NM_019151.1 78
MyoD ACTACAGCGGCGACTCAGAC ACTGTAGTAGGCGGCGTCGT NM_176079.1 122
TNFa GCCACCACGCTCTTCTGTCT GTCTGGGCCATGGAACTGAT NM_012675.3 101
TWEAK GCTACGACCGCCAGATTGGG GCCAGCACACCGTTCACCAG NM_011614.3 130
Fn14 AAGTGCATGGACTGCGCTTCTT GGAAACTAGAAACCAGCGCCAA NM_181086.3 154
FoxO1 TCAAGGATAAGGGCGACAGC GTTCCTTCATTCTGCACTCGAAT NM_019739.3 103
Atrogina-1 CCATCAGGAGAAGTGGATCTATGTT GCTTCCCCCAAAGTGCAGTA NM_133521.1 75
MuRF1 TGTCTGGAGGTCGTTTCCG ATGCCGGTCCATGATCACTT NM_080903.1 59
RPLPO AGGGTCCTGGCTTTGTCTGTGG AGCTGCAGGAGCAGCAGTGG NM_022402.2 135
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTA GGATGCAGGGATGATGTTC NM_017008.4 177

Tabela 1: Primers construidos com senso e antisenso. As sequencias dos primers foram

acessadas no GeneBank. Temperatura de anelamento 60° C.
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5.14 Andlise Histolbgica

Cortes histoldgicos transversais e seriados (10 um) foram obtidos em
micrétomo criostato, mantido a temperatura de —25'C. As laminas com os
cortes histolégicos foram coradas com azul de toluidina (TB) para avaliacao
morfolégica e morfométrica.

Uma vez os cortes corados com TB, foi realizada uma analise
morfoldgica geral sobre a estrutura muscular, comparando entre os diferentes
grupos. Além disso, a morfometria da area de seccao transversa das fibras
musculares foi realizada em microscopia de luz, usando o software Axion
Vision (Carl Zeis). A &rea de secc¢édo transversal de cem fibras musculares,
escolhidas aleatoriamente, de cada musculo (gastrocnémio e séleo), foi
mensurada a partir da imagem obtida da regido central do ventre muscular. O
colageno total foi avaliado por meio da coloracdo de Tricrémio de Masson’s e
os resultados foram obtidos pela analise de densitometria no software Image J
(National Institutes of Health NIH).

5.15 Analise Estatistica

O valor dos pesos corporais e dos pesos relativos, dos musculos
gastrocnémio e soleo, dos grupos Jovem (J), Jovem Treinado (JT), Senis (S) e
Senis Treinado (ST) foram comparadas utilizando o teste de Tukey da analise
de variancia ANOVA two-way. Para verificar os efeitos do treinamento de forca
em animais jovens e senis foi utilizada a analise de variancia multifatorial. Foi
adotado para todos os experimentos um p<0,05. Os resultados foram

apresentados na forma de média e * erro padrdo da média (EPM).
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6. RESULTADOS

6.1 Peso Corporal

Como esperado, média de valores de peso corporal iniciais para o
sistema operacional e grupos ST foram encontrados para ser 59,3% e 73,4%
mais elevado do que os valores médios para o grupo J (p <0,05) e 47,5% e
74,3% mais elevado do que o grupo JT, respectivamente (Tabela 2; p <0,05).
Os valores médios para peso corporal final ndo foram significativamente
diferentes quando comparados entre 0s grupos experimentais (Tabela 2, p
<0,05). Além disso, comparando o peso médio inicial do corpo com o peso
corporal final dentro do mesmo grupo, revelou-se que houve um aumento de
57,8% e 44,4% no peso final dos grupos J e JT, respectivamente (Tabela 2; p
<0,05). No entanto, o peso final dos grupos S e ST diminuiram (6,8% e 15%,
respectivamente) quando comparadas com 0 peso inicial dos mesmos grupos
(Tabela 2; p <0,05).

6.2 Area de Secca@oTransversa

Os animais senis mostraram um menor AST (area da seccado
transversal) em ambos os musculos (gastrocnémio 58,1% e soleo: 59,4%; p
<0,05) em comparacdo com 0s animais jovens. A partir dai, o TF aumentou o
AST em ambos 0s animais jovens no musculo gastrocnémio (18,7%; p <0,05),
bem como nos animais senis em ambos os musculos (gastrocnémio: 40,4% e

séleo: 37,6%; p <0,05 ). Estes dados estdo ilustrados na Tabela 2.
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J T S ST
Peso Inicial (g)  295,66+34,65 301,83+30 508,33+76,69*"  527,33+75,92*
Peso Final (g) 508,3+85,56° 434+52 47" 452+86,48° 480,4+66,53
Ganho (%) 57.8 44.4 -6.8 -15
Gastrocnémio 1,190+0,16 1,121+0,11 1,072+0,10 0,976+0,12
peso (mg)
Séleo peso (mg) 0,279+0,04 0,248+0,02 0,237+0,04 0,2600,02
Gastrocnémio 8,291+1,676 9,845+0,851*  3,469+0,547*T  4,871+1,011*™
AST (um?)
Sél(eo ,%ST 10,982+2,104 11,513+1,518  4,456+0,703*"  6,136+1,194*™
pm

Tabela 2. Peso corporal entre 0s grupos: médias de peso corporal de Jovem
Sedentario (J), Jovem Treinado (JT), Senil Sedentario (S) e Senil Treinado grupos (ST) no
inicio e apo6s a concluséo do treinamento de forga. Diferenca de peso entre os grupos na fase
inicial: J * significativamente diferente (p <0,05); 1 JT significativamente diferente (p <0,05); # S
significativamente diferente (p <0,05). Diferenca de peso entre os grupos na fase final:
nenhuma diferenga significativa (p> 0,05). O peso corporal inicial e final. Os dados foram
expressos como média e desvio padréo (SD). a inicial J significativamente diferente (p <0,05); b
JT inicial significativamente diferente (p <0,05); ¢ S inicial significativamente diferente (p <0,05);
d ST inicial significativamente diferente (p <0,05). Ganho (%) diferente peso e Ultima inicial. O
peso médio dos musculos: gastrocnémio e séleo. J * significativamente diferente (p <0,05).
Area de seccao transversal (AST) normalizado corrigido pelo peso corporal. Os dados foram
expressos como média e desvio padréo (SD). J * significativamente diferente (p <0,05); 1+ JT
significativamente diferente (p <0,05); # S significativamente diferente (p <0,05).
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6.3 Nivel de mRNA.

6.3.1 Gastrocnémio

No musculo gastrocnémio, os niveis de TNFa foram aumentados no
grupo S trés vezes quando comparado com o J (p = 0,0001) e JT grupos (p =
0,0002). Além disso, um aumento de cinco vezes foi observada no ST quando
comparado com o J (p = 0,0001) e JT grupos (p = 0,0001). Um aumento
semelhante foi observado no grupo ST em comparagdo com o grupo S (p =
0,0001). TWEAK mostrou um aumento da expressdo no grupo ST (p = 0,008),
guando comparado com J. No entanto, Fn14 mostrou uma expressao reduzida
nos grupos JT (p = 0,0001) e aumento no S (p = 0,0001) quando comparado ao
grupo J. Além disso, o grupo ST exibiu uma reducao significativa (p = 0,0001)
em comparacdo com todos 0s grupos experimentais. A andlise da expresséo
do mRNA por FoxO1 mostrou atividade reduzida nos grupos de JT e J quando
comparado com o grupo S (p = 0,001). A sua expresséo no grupo ST foi inferior
em comparacao aos grupos J (p = 0,002), JT (p = 0,0002) e S (p = 0,0001). A
expressdo de Atrogina-1 e MuRF1 ndo foi alterado em relacdo aos grupos
analisados (p> 0,05). No grupo S, a Miostatina foi expresso com duas vezes
nos grupos JT (p = 0,002) e J (p = 0,0005). Em comparacédo com o ST, o grupo
S teve um aumento da sua expressao de duas vezes (p = 0,004). Dados

ilustrados na Figura 4.A.

A reducao foi observada nos niveis de mRNA de IGF-1 no grupo S
guando comparado com o J (p = 0,0001) e JT (p = 0,0001). Por outro lado, no
grupo ST foi observado um aumento de quatro vezes para o IGF-1, quando
comparado a expressdo do mRNA parao J (p =0,001), JT (p=0,001)e S (p =
0,0001). mTOR aumentou no grupo JT duas vezes (p = 0,002), quando
comparado com o J (p = 0,002). Por outro lado, o grupo S ndo mostrou
nenhuma diferenca estatistica em relacdo aos J. Curiosamente, o grupo ST
mostrou um aumento de quatro vezes nos niveis de mTOR, quando comparado
aos grupos S (p = 0,0001), JT (p = 0,0001) e J (p = 0,0001). Resultados
semelhantes foram observados em p70S6K-1, ou seja, 0 grupo JT teve maior
expressdo em comparacédo com o J (p = 0,03), e um aumento significativo no
grupo ST (p = 0,0001) em comparagao com 0S grupos experimentais J, JT, e S

. No grupo JT (p = 0,009), MyoD mostrou uma maior expressdo duas vezes
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quando em comparacdo com ao J (p = 0,009). Quando o grupo ST foi
comparado com o JT (p = 0,0001), S (p = 0,0001) e J grupos (p = 0,0001),
houve um aumento significativo na expresséo deste gene. ). Dados ilustrados

na Figura 4.A.

6.3.2 Soleo

No musculo séleo, os resultados encontrados para a expressao de TNFa
no grupo JT foram reduzidos de forma significativa (p = 0,005) comparado com
0 grupo J. No grupo ST, menor expressao foi encontrado quando comparado
com o grupo S (p = 0,0001). Quando comparamos o grupo S (p = 0,0001) com
0S grupos jovens, foi observado um aumento de duas vezes. Resultados
semelhantes foram observados para TWEAK no grupo JT, que foi reduzida em
relacdo ao grupo J (p = 0,03). No grupo ST, duas vezes menor expressao foi
encontrado quando comparado com o grupo S (p = 0,0001). Quando se
compara a S e J grupos (p = 0,0001), um aumento da expressao de duas vezes
foi observada no grupo S. Fnl4 mostrou uma reducdo na expressdao dos
grupos JT (p = 0,0001), S (p = 0,0001) e ST (p = 0,0001) quando comparado
com ao grupo J. A expressdo do FoxOl1 reduziu significativamente nos grupos
JT (p = 0,0001) e ST (p = 0,0002) em comparacdo com o grupo J. As
diferencas entre os grupos treinados, JT e ST, foram também observadas
quando comparado com o grupo S (p = 0,001). Andlise da Atrogina-1 mostrou-
se trés vezes maior expressao no grupo S em comparagao com o grupo J (p =
0,0001). O mesmo resultado foi encontrado quando se compara o grupo S (p =
0,0001) para o ST. Dados ilustrados na Figura 4.B.

Para MuRF1, o grupo JT quando comparado com o grupo J reduziu a
sua expressao (p = 0,01). No grupo S (p = 0,01), houve um aumento na
expressao de MuRF1 em comparag¢do com o grupo J. O grupo ST (p = 0,0001),
mostrou uma expressao reduzida em comparagcao com o grupo J. A expressao
da Miostatina mostrou uma diminui¢cdo significativa no grupo JT (p = 0,01)
quando comparado com o grupo J. Resultado semelhante foi encontrado na
comparacao entre o grupo ST (p = 0,0002) e os grupos S e J (p = 0,003). Um
aumento de quatro vezes foi observado no IGF-1 para o grupo ST quando
comparado com o J (p = 0,0001), JT (p = 0,0001) e o grupo S (p = 0,0001),



43

respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados para mTOR no
grupo ST, que apresentou um aumento de trés vezes em comparagado aos
grupos experimentais o J (p = 0,0001), JT (p = 0,0001) e S (p = 0,0001). Houve
um decréscimo na expressao de p70S6K-1 no grupo S (p = 0,001) comparado
com o grupo J. O grupo ST mostrou um aumento em comparagao com 0 grupo
S (p = 0,002). A andlise de MyoD mostrou um aumento de quatro vezes na
expressao no grupo ST em comparacao aos grupos J (p = 0,0001), JT (p =
0,0001) e S (p = 0,0001). Dados ilustrados na Figura 4.B.
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Figura 4. A Gastrocnémio. B Soleo. Niveis de mRNA expresso em unidades arbitrarias para 0os musculos
gastrocnémio e séleo. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. Os grupos experimentais
foram representados como Jovens Sedentarios (J), o Jovem Treinado (JT), Senil Sedentario (S) e Senil
Treinado (ST) a partir das seguintes genes: TNFa, TWEAK, Fnl4, FoxOl, Atrogina-1, MuRF1,
Miostatina, IGF-1, mTOR, p70S6K-1, MyoD e RPLPO0. a = p <0,05: compara¢do com o grupo J; b =p
<0,05: comparacdo com o grupo JT; ¢ = p <0,05: comparac¢do com o grupo S.
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7. DISCUSSAO

Esse estudo forneceu novas informacgOes a respeito dos efeitos do
envelhecimento e do TF nas vias moleculares envolvidas na hipertrofia e atrofia
dos musculos gastrocnémio e s6leo em modelo de ratos idosos. De modo
geral, o envelhecimento aumentou as citocinas inflamatérias no musculo
gastrocnémio como TNFa, sem modificacdo no TWEAK, atrogenes e
miostatina. A sinalizacdo do eixo IGF-1/mTOR/p70S6K-1 foi reduzida no
musculo gastrocnémio. No musculo séleo, houve aumento nos niveis de mRNA
do TNFa e TWEAK, porém sem alteragdo no seu receptor Fnl4. Além disso,
FoxO1, Atrogina-1, MuRF1, e miostatina também aumentaram seus niveis de
expressdo e o eixo IGF-1/mTOR/p70S6K-1 praticamente ndo foi modificado.
Apesar de diferencas na sinalizacdo que controlam a sintese e degradacao de
mioproteinas, foi observada reducdo na AST para ambos o0s musculos.
Interessantemente, o TF aplicado nos ratos idosos aumentou 0s niveis do eixo
IGF-1/mTOR/p70S6K-1 e MyoD, fato relacionado com o aumento da AST tanto
no musculo gastrocnémio quanto no soleo. Ainda que o envelhecimento
promova atrofia e alterac6es drasticas nos niveis de mRNA que regulam a
sintese e degradacdo de mioproteinas, o TF foi capaz de amenizar os niveis de
atrogenes e citocinas relacionadas a atrofia, além de aumentar a sinalizacdo de
sintese proteica e a AST, independente do tipo de musculo avaliado. Vias de
sinalizacéo ilustrada na Figura 5.

No envelhecimento, o processo inflamatério ocorre de forma cronica
devido a reducdo do metabolismo do idoso, fenbmeno denominado
‘inflammaging” (35), que indica uma regulagdo positiva das respostas
inflamatdrias que ocorrem com a idade, resultando em um alto grau de
inflamacao sistémica e crénica. No presente estudo, TNFa apresentou aumento
de expressdo nos animais idosos no musculo gastrocnémio e séleo. Nesse
sentido, Merrit et al (2013), demonstraram que em idosos sedentarios, 0s niveis
basais de TNFa e o eixo TWEAK/Fn14 musculares estdo aumentados, além de
interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) (20,118). Esse fato esta relacionado
com a sarcopenia, pois TNFa pode interferir nas propriedades contrateis do
musculo esquelético causando a diminuicdo da capacidade de geragcdo de
forga (95,127).
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Ademais, oeixo TWEAK/Fnl14 parece estar envolvido na sarcopenia,
tanto em humanos como em ratos (94,95). Em nosso estudo, observamos que
o Fnl4 foi regulado positivamente no musculo gastrocnémio, dados que estao
relacionados a degradacdo muscular no envelhecimento (5,18). Para o
musculo so6leo, o TWEAK apresentou aumento significativo, porém, o nivel de
MRNA do seu receptor Fnl4 foi menor em relacdo ao controle. Assim, é
possivel sugerir que TWEAK/Fn14 tem um papel na regulacdo da massa
muscular durante o envelhecimento, mostrando que a expressao de Fnl4 é
aumentada significativamente no musculo com o avancar da idade.
Curiosamente, nos mostramos diferentes padrdes de expressdo no eixo
TWEAK/Fn14, fato que pode estar relacionado a filotipagem das fibras
musculares do gastrocnmeio e soleo (111). No gastrocnémio, o TWEAK néo
apresentou diferenca, porém seu receptor Fnl4 foi aumentado, o que pode ser
relacionado a ativagdo da via de atrofia NFk (fator de transcricdo nuclear-kp3)
resultando em degradacdo muscular (93,103,111). TWEAK aumentou somente
no musculo soéleo e esta relacionado com o processo de degeneracdo muscular
e sarcopenia (103). Como o séleo possui cerca de 40 a 50% mais colageno
que o0 gastrocnémio, e esse deposicdo tende a aumentar duranteo
envelhecimento (106), a nossa hipétese é que o TWEAK foi mais expresso no
s6leo devido a degeneracéo presente na sarcopenia e um possivel aumento do
tecido conjuntivo neste musculo. Além disso, mesmo quando seu receptor
Fnl4 estd suprimido, o TWEAK também pode sinalizar genes nas vias de
atrofia como MuRF1 e Atrogina-1 (78).

Nés mostramos que o envelhecimento ndo modificou os niveis de mRNA
de FoxO1, porém, houve aumento para Atrogina-1 e MuRF1 no musculo séleo.
Para o musculo gastrocnémio, o nivel de mRNA do gene FoxO1l aumentou
significativamente, no entanto, 0s genes Atrogina-1 e MuRF1l ndao
apresentaram diferenca. Similarmente, Williamson et al (2010) observaram no
vasto lateral em idosas sedentarias, 0os niveis de mMRNA aumentaram para o
FoxO, porém, ndo observaram diferencas na expressdo de Atrogina-1 e
MuRF1. Scott-Pattison e colaboradores (2003) também nao relataram diferenca
nos niveis de MuRF1 no musculo séleo em ratos idosos. No entanto, Edstrom
et al., 2007, ao contrario do conceito classico relacionando os atrogenes a

atrofia muscular, demonstraram reducdo nos niveis de FoxO1, Atrogina-1 e
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MurF1 no processo de envelhecimento para o musculo gastrocnémio. De
Ruisseau et al (2005), encontraram regulacdo diminuida dos niveis de mRNA
para MuRF1, mas ndo houve alteragcdo significativa na Atrogina-1 no musculo
s6leo em ratos idosos. Esses estudos demostraram claramente que existe uma
divergéncia entre os achados relacionados aos atrogenes em diferentes
modelos experimentais. Esse fato pode estar com a distribuicdo de Atrogin-1 e
MuRF1 de forma ndo homogénea entre os diferentes tipos de musculos.
MuRF1 ndo esta distribuida uniformemente no tecido muscular, e €
preferencialmente expressa em fibras do tipo Il. MuRF1 parece relacionar-se
com a especificidade de fibra tipo II, implicando, assim, em condi¢cbes de
remodelamento fisiopatolégicos e crbnicos, como ocorre durante a
desnervacdo e envelhecimento (79). Mais estudos sdo necessarios para
determinar a especificidade da acdo de Atrogin-l e MuRF1 durante o
envelhecimento comparando diferentes tipos de musculos.

Destaca-se ainda que varios mecanismos relacionados com a atrofia e
sarcopenia ja foram descritos, no entanto, a contribuicdo exata de cada um é
ainda desconhecida. A reducdo da massa muscular relacionada a idade € um
resultado da diminuicAo no tamanho e numero de fibras musculares,
possivelmente devido a um processo multifatorial que envolve, a reducéo da
atividade fisica, a ingestdo nutricional, estresse oxidativo e alteracdes
hormonais (100). Na sarcopenia, hd uma producdo maior de espécies reativas
de oxigénio (ROS), e uma liberacdo acentuada dos mediadores apoptoticos
que resultam na morte celular (73). Dentre esses fatores, destaca-se a via
reguladora de apoptose (Bax), que promove apoptose celular e apresenta
aumento no processo de envelhecimento (10). Apesar do envolvimento dessas
vias na degradacdo muscular durante o envelhecimento bioldgico, o presente
estudo nao teve por objetivo avalia-las. Outros estudos precisam ser realizados
para que possamos ter maiores esclarecimentos a respeito de como essas vias
se comunicam durante o envelhecimento e, especialmente, como s&o
moduladas pelo TF.

Assim como o eixo TWEAK/Fnl14, a miostatina também é um regulador
do crescimento muscular no envelhecimento (64). Teoricamente, 0 aumento
dos niveis de miostatina pode bloquear o eixo IGF-1/mTOR/p70S6K-1,

reduzindo a via de sintese, culminando no aumento da degradacdo proteica,
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levando a diminuicdo da AST (5,64). De modo geral, os nossos resultados
demostram a reducdo da sinalizacdo do eixo IGF-1/mTOR /p70S6K-1 em
ambos os musculos avaliados, resultando no desequilibrio das vias de sintese
e degradacao durante o envelhecimento. O declinio dessas vias de sinalizacéo
esta relacionado com as alteracdes deletérias na composicdo corporal e a
funcdo fisica com o envelhecimento (42). Apesar do IGF-1 néo ter se alterado
no musculo soéleo, o p70S6K-1 que é o seu downstream relacionado ao
aumento da sintese proteica, foi reduzido, o que mostra que essa via foi
ativada. Essas diferencas de regulacédo do eixo IGF-1/mTOR /p70S6K-1 podem
estar relacionadas ao momento da retirada do musculo na fase experimental e
a observacao do mRNA, devido as modificacBes pré e poOs transcricionais,
como por exemplo, splicing alternativo. Muitos transcritos contem regides
sujeitas a sele¢des alternativas, o que leva a producéo de diferentes isoformas
de mRNA. Esse processo aumenta a diversidade funcional do proteoma e
introduz erros adicionais para expressao e regulacdo dos genes por causa de
diferentes isoformas de mRNA que alteram a capacidade de codificar genes e
estabilizar o RNA. O splicing alternativo esta relacionado a diversas vias
biol6gicas no envelhecimento e desuso (50,51).

Curiosamente, MyoD aumentou somente no musculo gastrocnémio,
assim como em outros estudos, que observaram aumento da expressao dos
niveis de mMRNA de MRFs em idosos sedentarios. Com isso, no processo de
envelhecimento, mecanismos s&o acionados a fim de manter a massa
muscular para a preservacdo do musculo em processo de atrofia, resultando no
recrutamento de células satélites que €& aumentado, possivelmente pela
reducdo de Atrogina-1 (8,51,91). No sOleo, esse fator miogénico nao foi
modificado, possivelmente devido ao aumento da expressao da Atrogina-1
(71). A sinalizacao da via miostatina /Atrogina-1 bloqueia a MyoD, o que leva a
diminuicdo da miogénese, pois inibe a saida dos mioblastos do ciclo celular,
evitando também a diferenciacdo de mioblastos pela expressdo seletiva de
genes especificos do musculo (7).

O envelhecimento causou diminuicdo na AST das fibras musculares nos
musculos gastrocnémio e sb6leo em ratos senis, demonstrando alteragdes
significativas no tamanho e composi¢cdo celular. A diminuicdo da massa

muscular, uma das caracteristicas da sarcopenia durante o envelhecimento,
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tem sido relatada em humanos (48, 69) e em roedores (29,59,97,113).
Comparando a média de vida de 30 meses para o0s ratos com a de 75 anos
para humanos, a massa muscular atinge o seu pico no segundo quinto de vida
(=10 meses em ratos e 30 anos em humanos) mantendo-se relativamente
estavel até o terceiro quinto (13 a 18 meses em ratos e 31 a 45 anos em
humanos) e declinando drasticamente em seguida (ap0s os 18 meses em ratos
e 50 anos em humanos) (55). Esses dados sédo similares aos resultados
encontrados no presente estudo, jA que a AST das fibras dos musculos
gastrocnémio e sbleo mostrou-se menor nos animais senis, com 20 meses,
guando comparada aos animais jovens, com 3 meses de idade.

Interessantemente, o TF minimizou a perda da AST dos animais senis,
nos muasculos gastrocnémio e soéleo. Verdijk, 2009 analisou individuos idosos
apos realizarem TF por 12 semanas e concluiu que héa relagdo entre o aumento
da AST e o aumento na forca do musculo esquelético. Além de Verdijk, outros
trabalhos, como os de Frontera, 1988, Hornberger e Farrar, 2004, Kryger e
Andersen, 2007 e Slivka, 2008, também encontraram aumento da AST em
individuos e animais idosos que passaram por programas de TF durante o
periodo de 8 a 12 semanas. Apesar de pequenas alteragdes a longo prazo com
TF cronico (> 3 meses), programas de treinamento tém sido mostrados como
uma alternativa para aumentar o tamanho e a capacidade de geracéo de forca
das fibras musculares em idosos (15,116,117,121).

Vale destacar que o TF nos animais jovens nao apresentou diferenga no
gastrocnémio para o mRNA das citocinas TNFa e TWEAK. Para o receptor
Fnl4 houve uma reducdo comparado ao controle. No entanto, para 0s
atrogenes FoxO1 Atrogina-1, MuRF1, e o fator de crescimento e diferenciacéo
Miostatina ndo demonstraram diferenca na expressao. No musculo séleo, para
0S mesmos genes, apresentaram uma reducao quando comparado ao controle.
Em observacéo aos genes de hipertrofia IGF-1, mTOR, p70S6K-1 e MyoD para
0 musculo gastrocnémio, um aumento nos niveis de mRNA foi demostrado, no
séleo, ndo houve diferenca. Mitchell et al (2013), observou em um periodo de
16 semanas de TF realizados por 23 adultos jovens, um aumento da for¢a para
1RM e aumento da AST nos membros inferiores, além do aumento na
fosforilacdo do IGF-1, p70S6K-1 e mudangcas no conteudo de proteina

muscular correlacionada com a hipertrofia. Essa diferenca de expresséo génica
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pode ser devido ao fato do masculo gastrocnémio, por ser multi-articular, gerar
maior forca em relagdo ao musculo séleo, que além de gerar menor forca, por
ser mono-articular (63) necessita de menores unidades motoras para sua
ativacdo, sendo recrutado com maior frequéncia devido sua caracteristica de
resisténcia (89).

Embora os mecanismos moleculares ndo sejam ainda totalmente
compreendidos, os resultados do TF sugerem gque esses exercicios podem ser
uma ferramenta altamente eficaz para combater a perda de massa muscular
relacionada com o envelhecimento (49). A analise do grupo TV no musculo
gastrocnémio, mostrou aumento das citocinas TNFa e TWEAK em relagcédo ao
controle. No entanto, o receptor Fnl4 apresentou redugcdo para 0 mesmo
grupo. A diferenca em relacdo a expressdo do mRNA no gastrochnémio
modulado pelo TF, sugere que a inflamacgéo crbnica estimulada pelas citocinas
devido ao processo natural de envelhecimento, somadas a respostas
fisiologicas inerente ao TF, levaram ao aumento da expressdo do mRNA
dessas citocinas. Como demostrado previamente por Della Gatta et al., 2014,
apos 12 semanas de TF, houve aumento de citocinas pro-inflamatorias tanto
em jovens quanto em idosos. As respostas pro-inflamatérias ao exercicio
agudo antes do treinamento, foram aumentadas no grupo jovem e ainda mais
elevadas nos idosos, sendo que, com o treinamento crbnico, esta diferenca foi
diminuida. No musculo séleo, tanto o TNFa quanto o TWEAK nao obtiveram
diferenga, enquanto o Fnl4 apresentou redugdo nos niveis de mRNA. Essas
citocinas, como exposto acima, tem uma maior expressdo em musculo com
predominéancia de fibras do tipo Il comparadas as fibras do tipo | (1, 68), o que
pode ser devido a maior degradacdo dessas fibras no envelhecimento, por
causa da mudanca de tipagem de fibras relacionadas a um ajuste do sistema
nervoso central (juncdo neuromuscular) que diminui a intensidade e frequéncia
de impulsos elétricos como resultado do desuso (55). Em resumo, os
resultados do presente estudo sugerem que o eixo TWEAK/Fnl4 esta
envolvida em varias alteragfes patoldgica relacionadas a idade. A reducgéo da
sinalizacdo desse eixo pelo TF, pode ser uma abordagem potencial para
prevenir a deterioragcdo do musculo esquelético em idosos (111).

O TF nos animais senis reduziu os niveis de FoxOl no musculo

gastrocnémio, e para Atrogina-1 e MuRF1 ndo apresentaram diferenga, dados



51

similares foram encontrados por Williamson et al (2010), mostrando que o TF
cronico aumenta a fosforilacdo da via de sintese e diminui expresséo do FoxO,
mas sem diferenca na expressdo de MuRF1 ou Atrogina-1. No musculo soéleo,
foi demostrado niveis mais baixos para os mesmos genes, 0 que pode estar
relacionado com a preservacao de fibras do tipo I, jA que o musculo séleo tem
maior predominio desse tipo de fibra (32). Esses dados mostram que a
expresséo desses genes podem ser minimizados em resposta ao TF. Tem sido
demonstrado que o SUP pode ser ativado com o envelhecimento (88). A
Atrogina-1 e o MuRF1 tem um papel importante na degradacdo do musculo
esquelético no envelhecimento (99) e o exercicio fisico tem mostrado retardar a
perda de massa muscular relacionada com a idade (24,82). Estudo realizado
por Ziaaldini et al (2015) observou que o envelhecimento resulta na diminuicao
significativa de processos anabdlicos do musculo esquelético. A ativacédo da,
Atrogina-1, MuRF1, SUP e Miostatina em animais idosos, sugere perda de
massa muscular associada a idade, tendo como resultado o desequilibrio entre
sintese e degradacdo de proteina muscular. Nossos resultados mostraram
claramente que o TF reverteu o declinio desses processos, e aumento da AST
em ambos musculos avaliados, demostrando ser uma ferramenta importante
para minimizar a sarcopenia.

A miostatina, geralmente, € muito expressa no envelhecimento devido
ao aumento de seus niveis no controle do desenvolvimento muscular podendo
ser reduzida no musculo esquelético com exercicio resistido em homens idosos
(6,19,67). Os nossos dados mostraram que as alteragdes nos niveis de mRNA
de miostatina nos musculos avaliados apdés o periodo de TF apresentaram
reducdo no grupo ST comparado ao S. O principal resultado foi que o TF inibiu
a acao da miostatina nos grupos jovem e treinados tanto no musculo
gastrocnémio quanto no musculo séleo. Assim, parece que a miostatina, em
resposta ao TF cronico, pode influenciar na manutencdo da massa muscular.
Entretanto o IGF-1 favorece o estimulo a ativa a proliferacéo, diferenciacéo e
fusdo das CS durante o processo de sintese proteica (124), além disso, o IGF-
1 sinaliza a MyoD favorecendo hipertrofia muscular mesmo no processo de
envelhecimento (124). A MyoD para o grupo ST nos musculos gastrocnémio e
s6leo obteve um aumento significativo e pode ser relacionado com o aumento

do IGF-1 e a baixa expressdao dos atrogenes FoxOl, Atrogina-1 e MuRF1,
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sendo o aumento da MyoD uma tentativa para evitar atrofia muscular,
resultando em hipertrofia (51).

N6s mostramos que o TF aumentou os niveis de mRNA para IGF-
1/mTOR/p70SK-1 nos musculos avaliados para o grupo ST, tendo em vista que
o IGF-1 se liga ao receptor insulinico, ativa a via de sintese levando a
fosforilacdo do mTOR, e da p70S6K-1, e atua como um potente estimulador da
sintese proteica (5,16,115). Visto que essas vias se comunicam e podem ser
moduladas, o TF vem sendo utilizado como um importante estimulador dessas
vias hipertroficas, como mostrou Mitchell et al (2013), em estudo realizado com
23 adultos jovens que treinaram 4 vezes por semana durante um periodo de 16
semanas de TF. O protocolo de treino consistiu de 3-4 séries de 6-12
repeticbes e um intervalo de 1-2 minutos até o ponto de falha muscular
momentanea. Foram realizados quatro exercicios para membros superiores e
quatro para membros inferiores. Houve aumento da for¢a para 1RM e aumento
da AST nos membros inferiores associados ao aumento na fosforilagao do IGF-
1 e p70S6K e mudancas no contetdo de proteina muscular correlacionada com
a hipertrofia.

Em resposta a maior ativagdo do IGF-1 pelo TF a MyoD foi aumentado
significativamente no grupo ST em ambos os musculos estudados. Apds uma
Unica sessao de exercicios de resisténcia, foi observado que individuos idosos
tiveram maior ativacdo do eixo IGF-1/mTOR/p70S6K-1, além de reduzida
expresséo da miostatina e aumento da expressao de gene MyoD (9,40,49). Em
estudo realizado com TF agudo proposto por Raue et al., 2006, mostrou um
aumento de varios transcritos de mRNA no grupo de idosas comparadas ao
grupo jovem para os genes MyoD, além de uma reducdo nos niveis de
miostatina. Quando treinadas com exercicios de forca, as mulheres jovens e
idosas tiveram semelhante resposta na expressao desses genes, 0 que pode
favorecer a preservacdo da massa muscular e funcdo. Além disso, outros
estudos mostraram que o TF & importante para a manutencdo dos niveis de
forca com o passar dos anos. Estudo realizado com praticantes de TF, que
treinaram ao longo da vida que tinham em media 80 anos de idade, foi
observado que cerca de 40% da sua forca foi preservada quando comparados
com sua melhor marca realizada na juventude (34). Zampieri et al (2015) em

estudo com idosos treinados (média de 70 anos), que exerceram atividades
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esportivas regularmente, em seus 30 anos anteriores foram comparados com
0s idosos sedentéarios e saudaveis da mesma idade e jovens ativos (média de
27 anos). Os resultados mostram que em relacdo ao grupo idoso sedentario, 0s
atletas seniores aumentaram a massa muscular, forca isométrica maxima e
funcdo. Além disso, houve aumento do tamanho das fibras por reinervacéao e
reducdo da expressao de genes de atrofia, autofagia, e ROS, sendo esse, um
dos poucos estudo a avaliar atrogenes no envelhecimento.

Finalmente, é importante destacar algumas limitacbes do presente
estudo. Foram avaliados genes de atrofia e hipertrofia muscular e nés néo
tivemos como objetivo a avaliagéo funcional dos animais, como forga muscular
e volume de oxigénio. Além disso, analise de proteinas por Western Blotting.
Futuros estudos podem considerar a andalise de proteinas musculares para
correlacionar com os genes avaliados. Além disso, como comparacao entre
modelos de exercicio ou treinamento concorrente, exercicios aerobios
poderiam ser utilizados.

Nés também avaliamos a expressdo de RPLPO que variou de acordo
com os musculos e procedimentos experimentais. Assim, pode-se sugerir que
RPLPO pode ndo ser um bom gene normalizador para os musculos

gastrocnémios e s6leo em modelo de envelhecimento e TF em ratos.
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expressdo; | diminui¢do na expressdo. Os genes alvo sdo representados pelas siglas: TNFa (fator de
necrose tumoral-a)); TWEAK (fator de necrose tumoral indutor de apoptose); Fnl4 (fator de crescimento
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8. CONCLUSAO

O TF minimizou a reducdo da AST por meio do aumento dos niveis de
MRNA relacionados a fatores de sintese proteica, reducdo de atrogenes e
citocinas nos musculos gastrocnémio e séleo em ratos idosos. As alteracdes no
tamanho das fibras musculares, a modulacéo das vias de sintese e degradacao
nos musculos estudados, demonstraram a importancia do TF como estratégia

para reduzir os efeitos deletérios inerentes ao envelhecimento bioldgico.
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ANEXOS

ANEXO | — Aprovacgdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
@ PR()-REITQRIA DE PESQUISA

i Comissao de Etica no Uso de Animais

uFL"IO-,ﬁ Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8109 / 3351.8110
) Fax: (016) 3361.3176
CEP 13560-970 - Sao Carlos - SP - Brasil
ceua@ufscar.br - www.propg.ufscar.br

Protocolo n°. 056/2010

A Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de S&o Carlos — CEUA/UFSCar analisou e APROVOU ‘“ad
referendum” o pedido formulado pelo (a) pesquisador (a) Rita de Cassia Marqueti
referente ao projeto “Matriz extracelular no envelhecimento e suas adaptages ao
treinamento de forga no tendéo calcaneo de ratos: abordagem molecular, celular e

biomecénica.”.

Séo Carlos, 1 de margo de 2011.
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