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RESUMO

O envelhecimento populacional € um fenbmeno mundial e até o ano de 2025 o Brasil
terd a sexta populacdo em idosos no mundo. Embora o envelhecimento seja um
processo inerente a vida de todo ser humano, ocorre declinio progressivo de todos os
processos fisioldgicos os quais levam a uma diminuicdo da capacidade funcional e,
consequentemente uma qualidade de vida prejudicada. Uma das ocorréncias naturais
do processo de envelhecimento é a sarcopenia, uma perda funcional dos musculos
esqueléticos. Embora os consensos nacionais e internacionais apontem a importancia
da pratica do exercicio fisico para a promocdo da saude do individuo idoso, ainda
existem muitas lacunas a serem investigadas, em particular, sobre os mecanismos
bioguimicos e moleculares promovidos pelo exercicio no processo de sarcopenia. Por
isso, 0 objetivo do trabalho foi realizar um estudo com animais velhos de caréater
experimental para analisar o envelhecimento muscular. Para isso foram utilizados 42
ratos Wistar com 3, 18 e 24 meses de idade, divididos randomicamente e expostos a
sessdes agudas e cronicas de exercicio fisico em esteira. ApOs as realizacbes dos
programas de exercicio os animais sofreram eutandsia e o tecido muscular
(gastrocnémio e quadriceps) foi cirurgicamente removido e processado para analises
dos parametros de estresse oxidativo e metabolismo intracelular do célcio. Os dados
obtidos nesse estudo demonstraram que o exercicio agudo com a mesma intensidade
causou dano oxidativo (TBARS e carbonilas) no mesmo nivel em ratos jovens e
velhos, e que o treinamento continuo parece atenuar de forma mais efetiva o dano
oxidativo e as proteinas envolvidas no transporte intracelular do calcio. Portanto, com
base nesses resultados concluimos que somente o metabolismo energético de ratos
velhos foi mais suscetivel a intensidade do exercicio em relacédo aos ratos jovens e que
o treinamento continuo e moderado parece modular o mecanismo de contracao
muscular de ratos idosos, possivelmente através da regulacdo do estresse oxidativo
(superoxido, TBARS e carbonil), diferentemente do treinamento fracionado.

Palavras-chave: envelhecimento; exercicio fisico; estresse oxidativo; musculo
esquelético; calcio, metabolismo.



ABSTRACT

Population aging is a global phenomenon and by the year 2025, Brazil will have the
sixth in the elderly population in the world. Progressive decline of all physiological
processes which lead to a decrease in functional capacity and thus one impaired quality
of life though aging is inherent to life of every human being process occurs. One of the
natural occurrences of aging is sarcopenia, a loss of function of skeletal muscles.
Although national and international consensus point to the importance of physical
exercise for health promotion of the elderly, there are still many gaps to be investigated,
in particular, on the biochemical and molecular mechanisms promoted by exercise in
the sarcopenia process. Therefore, the aim of this study was performed an
experimentally research for analyze muscle aging. For this 42 Wistar rats were used
with 3, 18 and 24 months of age randomly divided and exposed to acute and chronic
physical exercise sessions on the treadmill. After the achievements of exercise
programs, the animals were killed and muscle tissue (gastrocnemius and quadriceps)
was surgically removed and processed for analysis of parameters of oxidative stress
and intracellular calcium metabolism. The data obtained in this study demonstrated that
acute exercise with the same intensity caused oxidative damage (TBARS and carbonyl)
at the same level in young and old rats, and that continuous training seems more
effectively attenuate oxidative damage and proteins involved in intracellular transport of
calcium. Therefore, based on these results, we conclude that only the energy
metabolism of old rats was more susceptible to the exercise intensity compared to
young rats and that the continuous and moderate training appears to modulate the
mechanism of muscle contraction in aged rats, possibly through the regulation of
oxidative stress (superoxide, TBARS and carbonyl), unlike interval training.

Key-words: aging; exercise; oxidative stress; skeletal muscle; calcium metabolism.
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1 INTRODUGCAO

O musculo esquelético é um tecido pos-mitdtico composto por fibras
musculares, tipicamente oxidativas e glicoliticas, que comp&e aproximadamente 40%
da massa corporal. Ele & continuamente submetido a estresse mecénico e metabdlico
levando a diferentes mecanismos de adaptacdo envolvendo transcricdo genética e
remodelamento estrutural com continua producédo de Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO). A producdo excessiva na producdo de ERO associada a uma diminuigdo
concomitante dos sistemas de defesa antioxidante desencadeiam um processo de
estresse oxidativo, um fendmeno que pode provocar danos irreversiveis na célula
muscular, particularmente, sobre a atividade contrétil no envelhecimento muscular
(Palomero e Jackson, 2010). Entretanto, inUmeras evidéncias demonstraram que ERO
atuam como mediadores em diversas vias de sinalizagdo celular que controlam
processos celulares fisiolégicos (Palomero e Jackson, 2010). Da mesma forma, a
presenca e eficiéncia dos varios sistemas redutores ou antioxidantes do organismo sé&o
fundamentais para a integridade celular por destruir intermediarios reativos em
excesso e previnir ou reparar o dano resultante do estresse oxidativo (Klandorf e Dyke,
2012). Contudo, ainda existe uma necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre
0 papel da geracdo dessas moléculas reativas na regulagdo redox no musculo

esquelético em processo de envelhecimento durante e apds a atividade contrétil.

1.1 Biologia celular das espécies reativas de oxigénio

Os elétrons de um atomo estédo distribuidos em camadas eletronicas (ou niveis
de energia) especificas ao redor do nucleo designadas pelas letras K, L, M e N, O, P,
Q com suas respectivas subcamadas ou sub-niveis designados como s, p, d, f

(Ferreira e Matsubara, 1997). O termo Radical Livre (RL) refere-se ao atomo ou



molécula altamente reativo, que contém elétrons desemparelhados em sua ultima
camada eletronica (Halliwell e Gutteridge, 2007). Na mitocéndria, no reticulo
sarcomplasmético (RS), na membrana plasmética e no citosol da fibra muscular sdo
gerados superéxido e o6xido nitrico (NO) como espécies principais, que modulam, em
parte, algumas respostas adaptativas no musculo esquelético apds atividade contrétil
(Jackson et al., 2007). Estas moléculas também conduzem a formacgéo de véarios ERO
secundarios nao radicalares, como o peroxido de hidrogénio e peroxinitrito (Halliwell e

Gutteridge, 2007).

1.2 Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante

Antioxidantes sdo estruturas ou substancias que através de mecanismos
retardam, impedem ou removem as modificacbes oxidativas de uma molécula-alvo
(Halliwell e Gutteridge, 2007). Os antioxidantes podem ser moléculas complexas, tais
como as enzimas: superoxidos dismutases, tioredoxinas redutase e peroxiredoxinas,
ou moléculas mais simples, como vitaminas, tidis ndo proteicos, polifendis, ubiquinona
e outros. Eles também podem ser globalmente classificados de acordo com a sua
funcdo em: (1) sequestradores de radicais livres (acido ascorbico, alfa-tocoferol), (2)
sequestradores de espécies reativas ndo radicalares (catalases e peroxidases) e (3)
agentes que inibem geracdo de espécies reativas (quelantes de metais) (Nikolaids et
al., 2012). Dentro desse conjunto de antioxidantes, as enzimas antioxidantes no
musculo esquelético incluem a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), sdo as mais amplamente estudadas por serem as
primeiras linhas de defesa contra a producdo de ERO.

Para manter e executar funcdes vitais, as células precisam de um balanco
refinado entre a geracdo de ERO e sua respectiva remocao (estado redox), qualquer

disfuncéo do sistema antioxidante pode levar a alteragdes no estado redox e prejudicar
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a funcao celular (Powers e Jackson, 2008). Desta forma, um aumento na geragcéo ou
diminuicdo da capacidade do sistema de defesa pode levar ao aumento global dos
niveis intracelulares de ERO que pode romper a homeostase redox. Este fenébmeno é
conhecido como estresse oxidativo, caracterizado de acordo Jones (2006) como uma
“‘interrupcéo na sinalizag&o e controle redox”.

As ERO podem atacar algumas estruturas como lipideos, proteinas, e DNA,
provocando mudancas irreversiveis que comprometem a integridade das células e
suas funcbes (Halliwell e Gutteridge, 2007). Particularmente no muasculo, pode levar a
perdas de fungdo contrétil, reducéo na eficiéncia contratil e protedlise (Prochniewicz et
al., 2008). Em condigbes fisiolégicas, ERO interagem com inumeras moléculas,
induzindo modificagbes em suas estruturas e desencadeando direta (modificacbes
postranslacionais seguidas por translocacdo da proteina) ou indiretamente (reduzindo
ou oxidando o ambiente citosolico, o nicleo ou matriz mitocondrial) diversos processos
celulares que transformam o microambiente celular (ndcleo, citosol e matrix
mitocondrial) (Palomero e Jackson, 2010). Dependendo do estado redox dos
compartimentos celulares, algumas reac6es moleculares podem ser aprimoradas ou

bloqueadas (Forman et al., 2008; Powers e Jackson, 2008).

1.3 Producéo de ERO no musculo durante a atividade contratil

Inimeros estudos demonstraram que a contracdo muscular acarreta o aumento
da producdo de ERO (Reid et al., 1992; O'Neill et al., 1996; Pattwell et al., 2004;
Vasilaki et al., 2006a). As primeiras evidéncias surgiram na década de 80 com Davies
e colaboradores (1982), que demonstraram aumento de duas a trés vezes na
concentragdo de RL apOs exercicio exaustivo. Em 1992 foi reportado a liberagéo de
superoxido pela contracao diafragmatica (Reid et al., 1992). Em 1994, surgiu a primeira

evidéncia da producdo de NO no musculo esquelético durante uma contragdo in vitro



11

(Balon e Nadler, 1994). Em 1996 detectaram a producdo de radical hidroxila durante
atividade contratil no musculo esquelético (O’Neill et al., 1996). Em 2004, dados
mostraram aumento da producdo de superéxido e NO apds estimulo elétrico em
diferentes frequéncias (Pattwell et al., 2004). Em 2006, resultados confirmaram
aumento da lipoperoxidacdo mediada por ERO apds contracdo isométrica em
musculos envelhecidos (Vasilaki et al., 2006a).

Devido a alta demanda energética (~100 vezes maior que em repouso)
(Gaitanos et al., 1993), o musculo esquelético é a maior fonte de ERO durante a
atividade contratil (Powers e Jackson, 2008). Superoxidos podem ser gerados em
varios locais subcelulares no musculo esquelético, aumentando a producdo durante as
contragcdes musculares. As mitocondrias sdo a principal fonte de producédo de
superoxido intracelular predominantemente no complexo | e 1l da cadeia de transporte
de elétrons (CTE) durante a respiracdo mitocondrial (Powers e Jackson, 2008). Tem
sido relatado que, entre 2 e 5% do total de oxigénio consumido pela mitocondria pode
sofrer reducdo parcial e formar superoxido (Boveris e Chance, 1973). Durante a
atividade contrétil, ha aumento no consumo de ATP devido a sua utilizacdo pelo
processo de acoplamento das proteinas musculares. Esta situacdo faz com que
demanda intracelular de ATP estimule as mitocondrias a aumentar a taxa de
fosforilagcdo oxidativa para sintetizar mais ATP (Palomero e Jackson, 2010). O aumento
da fosforilagdo oxidativa envolve um aumento no consumo de oxigénio intramuscular
(>30 vezes) com concomitante aumento de ~70 a 100 vezes no fluxo do Ciclo de Krebs
(Gibala et al., 1998) e aumento consequente da producéo de superoxido. Contudo,
alguns autores sugerem (Sachdev e Davies, 2007; Jackson et al.,, 2007) que
mitocondrias podem né&o ser a fonte dominante de ERO durante a atividade contratil no

musculo esquelético.
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Alguns estudos (Xia et al., 2003; Hidalgo et al., 2006) indicam que ha enzimas
NADPH oxidase associadas ao reticulo sarcoplasmético e ao sarcolema do musculo
esquelético. Estas enzimas sao responsaveis pela geracdo de superéxido, a qual
parece modular a liberacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmatico através oxidacao do
receptor rianodina (Cherednichenko et al., 2004). Nos tubulos transversos do musculo
esquelético também contém NADPH oxidase que produz superéxido para o citosol das
células do musculo esquelético (Espinosa et al., 2006). Apés microinflamacao
induzida pelo exercicio macréfagos e neutréfilos ativam a NADPH oxidase que em sua
reacdo oxida NADPH a NADP, utilizando neste processo o oxigénio como aceptor de
elétrons, formando consequentemente Superdoxido que em contato com NO, forma o
peroxinitrito. Tem sido relatado que o aumento da atividade da fosfolipase A2,
decorrente do processo inflamatorio, estimula a produ¢do de ERO nos espacos intra
(Nethery et al., 2000) e extracelular (Zuo et al., 2004). A forma célcio-independente da
fosfolipase A2 parece estar envolvida principalmente na geracdo de ERO em
condicdes basais, enquanto a forma célcio-dependente estimula a producdo de ERO
em taxas supranormais durante as contragdes ou por outros processos que elevam o
calcio intracelular (Gong et al., 2006).

Alguns estudos (Apple et al., 1991; Jackson, 2011) relataram o papel da xantina
oxidase (XO) na geracdo de superoxido no musculo esquelético. Mdusculos
esqueléticos de ratos contém niveis significativos de XO. Esta enzima situa-se nas
células endoteliais capilares e vasos menores no muasculo esquelético (Apple et al.,
1991). O exercicio intenso pode causar isquemia fazendo com que o ATP seja
convertido em ADP, AMP, inosina e hipoxantina (rota das purinas). Sob tais condi¢cdes
a enzima xantina desidrogenase intracelular (XDH) & convertida em XO, que utiliza o
O, como aceptor de elétrons, gerando diretamente superéxido e peroxido de

hidrogénio (H20,), principalmente quando o O, é reperfundio.
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Para o desenvolvimento da atividade contratil, baixos niveis de ERO sé&o
requeridos para producdo normal de for¢a, enquanto deplecdo de ERO em musculos
nao fadigados resulta em diminuicdo da forca (figura 1, Reid et al., 1993). Por outro
lado, uma pequena quantidade de ERO nas fibras musculares promove melhora na
forca, enquanto altas concentragcbes de ERO a producdo de forca € reduzida de
maneira dependende da dose de ERO (Powers e Jackson, 2008). Vasilaki e
colaboradores (2006b) demonstraram que a concentragdo de H,O, no mdusculo
esquelético em repouso se mantém em torno de 10-15uM, enquanto mudancas
adaptativas no musculo (induzidas pelo exercicio) requerem 100uM. Estes estudos
também reportam que células musculares perdem funcionalidade quando expostas a
>1mM de H,O, (Mcardle et al., 2004). Em contraste, Prochniewicz e colaboradores
(2008) reportaram que concentracfes de até 50mM induzem aos efeitos observados

apos contracbes dos componentes musculares.

100

v
o

Forcalsomeétrica
(% maximo)

ALLELELELELLLLE]

Reduzido Estado redox ' Oxidado
celular

Figura 1: Envolvimento de ERO na geracdo de forca. O ponto 1 representa a producéo de forca
pelo musculo nao fadigado exposto a antioxidantes ou um agente redutor. O ponto 2 ilustra a forga
gerada pelo muasculo em seu estado basal. O ponto 3 ilustra a for¢a produzida pelo mdsculo nédo
fadigado exposto a niveis baixos de oxidantes, o que representa o melhor estado redox para a producao
de forca. O ponto 4 ilustra osefeitos deletérios do excesso de ERO na forca muscular. (Adaptado de
Reid et al., 1993).
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1.4 Ativacdo de mecanismos de adaptacdo celular induzidos pela atividade contratil no
musculo esquelético

Estudos demonstram que a atividade das enzimas antioxidantes em musculo
esquelético é modificada por protocolos de exercicio cronicos e agudos (Ji et al., 1992;
Ji, 1993; Pinho et al., 2006; Tromm et al., 2012; Scheffer et al., 2012; Farias et al.,
2013; Silva et al.,, 2013). Além disso, a producdo de ERO durante as contra¢cfes
musculares provocam o inicio dos processos adaptativos decorrentes do exercicio
(McArdle et al., 2001). No musculos esquelético estes efeitos ocorrem devido a
alteracdo do balanco redox intracelular, influenciando mdltiplas vias de sinalizagéo e
ativacdo de fatores de transcricdo como proteina ativadora 1 (AP-1), fator nuclear
kappaB (NF-kB), e fator de transcricdo de choque térmico 1 (HIP) e como Fator
Nuclear Eritréide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2), que modulam a expressdo dos
genes antioxidantes. (Vasilaki et al 2006b). Estes estdo envolvidos na expressao de
enzimas antioxidantes e de proteinas protetoras (Proteinas de Choque Térmico - HSP
e HIP).

Alguns estudos demonstraram que uma Unica sessdo de corrida em
esteira aumenta a fosforilagdo do complexo IkB Cinase (IKK), aumentado a atividade
do NFkB no musculo esquelético de ratos (Ji et al., 2004; Ho et al., 2005). O
treinamento fisico também pode alterar a composicdo e atividade do NFkB. Doze
semanas de corrida resultou em fosforilagdo aumentada de IKK, sugerindo que a
ativacdo do NFkB foi elevada apds o treinamento (Kramer e Goodyear, 2007).
Diferencas na atividade de NFkB ap0s o treinamento podem refletir a natureza
(intensidade, duracéo e freqiéncia) do exercicio realizado ou a recuperagéo entre as
séries do exercicio. Hollander e colaboradores (2001) relataram que a proteina

ativadora 1 aumentou no musculo esquelético de ratos apos realizacdo de uma sessao
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de exercicio de longa duracéo (corrida). O aumento de AP-1 ocorreu simultaneamente

ao aumento na expressao de mRNA MnSOD.

1.5 Regulacao redox do musculo esquelético durante o envelhecimento

Durante o envelhecimento, os musculos tornam-se menores e mais fracos de tal
forma que até a idade de 70 anos a area transversal muscular € reduzida de 25 a 30%
e a forca muscular é reduzida em 30 a 40% (Haehling et al., 2010). As mudancas
estruturais e funcionais que ocorrem nos musculos durante o envelhecimento tem sido
caracterizadas, e a reducéo da forca do musculo é atribuida a uma grande redugéao no
numero total de fibras musculares e uma atrofia do restante das fibras (Brooks e
Faulkner, 1988). As causas da perda de massa e funcdo muscular ndo séo totalmente
compreendidas, mas existe consideravel evidencia sobre o papel de ERO na mediacéo
do processo de envelhecimento. Em condicbes normais, as ERO atuam como
mediadoras em respostas adaptativas do muasculo (processo de acoplamento contratil
e regulacdo da forca), mas durante o envelhecimento essas respostas sé&o
severamente comprometidas (Mcardle et al., 2001). Esta incapacidade para se adaptar
as contracbes é papel chave da disfungcdo muscular relacionada ao envelhecimento
(McArdle et al., 2004; Vasilaki et al., 2006b).

Segundo Harmam (1956) a teoria do envelhecimento propde que ERO
produzidos a partir do metabolismo mitocondrial normal, causam um dano progressivo
a biomoléculas celulares (lipideos, proteinas e DNA), resultando em uma diminuicédo
de sua funcédo (figura 2, Vifia et al., 2013). Os processos subjacentes a perda de
massa e funcdo muscular relacionada a idade (também conhecida como sarcopenia)
sdo pouco elucidados. Estudos tém relatado alteracbes em marcadores de producao
de ERO em musculo esquelético durante o envelhecimento (Lass et al., 1998; Vasilaki

et al., 2006a) e indicam que as mitocondrias podem ser a principal fonte na geracéo de
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ERO (Sanz et al., 2006). No entanto, existem outras fontes subcelulares da geragao de
ERO, como por exemplo, o reticulo sarcoplasmatico e o sarcolema, que ndo tém sido
estudadas em musculo esquelético durante o envelhecimento. Muller e colaboradores
(2007) utilizaram ratos knockout para SOD e demonstraram mudancas relacionadas ao
envelhecimento acelerado da perda da massa muscular e da fungéo esquelética. Esse
estudo forneceu evidéncia direta de que o aumento do superéxido intracelular pode
causar envelhecimento da musculatura esquelética. Mdasculos envelhecidos
apresentam menor numero de mitocéndrias, muta¢cdes no DNA, capacidade oxidativa e
biogénese reduzidas (figura 3, Peterson et al., 2012), jA o sarcolema apresenta
rompimento aumentando a permeabilidade da fibra muscular levando ao influxo de
calcio. Adicionalmente, com aumento do estresse oxidativo, o0 RS reduz sua funcao

prejudicando também o homeostase do calcio (Aracena-Parks et al., 2006).

@ LONGEVIDADE ﬁ LONGEVIDADE

Teorias do Defesas
envelhecimento antioxidantes

Interrupgdo na . ERON Plasticidade
sinalizagéo metabdlica

Dano Estresse
celular celular
(irreversivel) (reversivel)

Figura 2: Teoria do Envelhecimento. EROs em excesso provocam efeitos deletérios sobre as
biomoléculas (alteragdes irreversiveis). Ao passo que quando a exposi¢cdo € moderada, a tensao
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provocada pode ter efeitos de sinalizacdo benéficos sobre o envelhecimento (adaptado de Vifia et al.,
2013)

Musculo esquelético envelhecido

4 ) Y N

Mtisculo Mitocondria Estresse
Oxidativo

-
[vimero ) | ceom 1
Massai Mudanf;a.s 1\
morfologicas —
e
no DNA oxidativo
~—
Ty
Fungéo ‘L Capacidade Sistemal
oxidativa \l/ antioxidante
~—
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Figura 3: Mudancas no musculo esquelético decorrentes do envelhecimento. Tanto a massa
como a funcdo do musculo esquelético sao reduzidas em idosos. Além disso, ao nivel mitocondrial, o
namero de mitocondrias, a biogénese e a capacidade oxidativa sao reduzidos. Finalmente, o estresse
oxidativo é elevado nos musculos envelhecidos em associagdo com danos em lipidios e proteinas
celulares, e concomitante reducédo antioxidante (adaptado de Peterson et al., 2012)

1.6 Comprometimento dos mecanismos adaptativos celulares em musculos
envelhecidos

A incapacidade do musculo esquelético para adaptar-se a contracdes pode
contribuir para a disfungdo do mdasculo durante o envelhecimento devido
possivelmente a uma falha nos processos de sinalizacédo redox (McArdle et al., 2004).
Adicionalmente, uma maior oxidacdo de todos os componentes da célula ou uma
oxidacdo de tiois nucleares podem impedir essas respostas adaptativas (Palomero e
Jackson, 2010). Alguns dados indicam que o envelhecimento esta associado com a
diminuicdo do potencial antioxidante da glutationa (Jones, 2006). E ainda, dados na
literatura suportam a possibilidade de que os nucleos do muasculo de roedores e

humanos idosos sao relativamente oxidados porque existe aumento da oxidacao do
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DNA nuclear (Sanz et al.,, 2006). Musculos de camundongos idosos sdo expostos a
uma oxidacdo maior em comparagdo a musculos de camundongos jovens, e este
excesso de oxidacdo pode bloquear a ativacao de fatores de transcricdo e conduzir a
um subsequente comprometimento da expressao génica de proteinas associadas a
mecanismos de defesa e adaptacao celular (Palomero et al., 2012) comprometendo
assim a funcao contrétil e capacidade adaptativa do musculo.

A perda relacionada a idade de massa muscular € caracterizada por uma
diminuicdo no tamanho e nimero da fibra muscular com predominante perda de fibras
do tipo Il (Carmeli et al.,, 2002). Devido a capacidade prejudicada do musculo
esquelético para se regenerar, a perda de miofibrilas pode ser substituida por
infiltracdo de tecido adiposo seguido por inflamacédo (Haehling et al.,, 2010). Estes
mecanismos propostos para a perda de massa muscular contribuem para a
patogénese da sarcopenia (Haehling et al., 2010). Adicionalmente, estudos tém
mostrado que ha uma diminuicdo no namero de receptores diidropiridinicos (DHPR)
resultando no aumento na quantidade de receptores de rianodina (RYR1)
desacoplados a eles (DHPR) durante o envelhecimento (Aracena-Parks et al., 2006).
Por conseguinte, ocorre com perda de forca devido ao comprometimento nos
mecanismos que liberam Ca®" no reticulo sarcoplasmatico. Além disso, 0 aumento do
estresse oxidativo causa nitrosilagdo e oxidagcdo do complexo RYR, resultando na
liberacdo de Ca*' intracelular provocando rompimento na estrutura e funcdo da

mitocondria.

1.7 Influéncia de ERO sobre a regulacéo do calcio muscular
O receptor de rianodina 1 € um canal que libera calcio do reticulo
sarcoplasmatico e cada subunidade contém grupos sulfidrilas que s&o sensiveis a

modulacdo redox (Oba et al.,, 2000; Sun et al., 2001) ativado por ERO ou por
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mudancas no ambiente redox de proteinas chave como a glutationa (Zima e Blatter,
2006). O RYR1 parece estar associado a atividade da NADPH oxidase encontrada no
RS, que gera superéxido localmente, capaz de influenciar este canal (Xia et al., 2003).
Altos niveis de ERO aumentam a probabilidade de abertura de canal RYR1, resultando
num aumento da liberacdo de Ca®" do RS (Anzai et al., 2000; Fabisiak et al., 2000).
Altos niveis de ERO também inibem a atividade da ATPase de Calcio do Reticulo
Sarcoplasmatico (SERCA). A SERCA é localizada na membrana do RS e utiliza o ATP
para transportar Ca?* do sarcoplasma para o limen do RS (Gutierrez-Martin et al.,
2004) e é regulada pela fosforilagdo da Fosfolamban (PLB), que em sua forma
desfosforilada a inibe (Periasamy e Kalyanasundaram, 2007). A redu¢do nos niveis de
ERO também inibe sua funcdo por reduzir os grupos sulfidrilas que sao requeridos
para hidrélise de ATP, no seu sitio ativo de ligacdo-ATP (Daiho e Kanazawa,1994).
Esses mecanismos ocorrem devido aos residuos tidis que essas proteinas possuem,
pois séo influenciados pelo status redox.

Outro mecanismo de extrusdo do Ca?* é o Trocador de Sédio/Célcio (NCX),
localizado no sarcolema (NCX3) e nas cristas mitocondriais, ele catalisa a troca de 3
fons de Na* por 1 fon de Ca?" através do sarcolema. Dependendo do gradiente
eletroquimico ele pode atuar no modo reverso, promovendo entrado de Ca?".
(Huschenbett et al., 1998; Fraysse et al., 2001). Recentemente foi demonstrado que o
NCX pode ser estimulado por ERO (Eigel et al., 2004), mas inibido quando séo
encontrados niveis maiores de ERO (Wagner et al., 2013). Adicionalmente,
estimulacdo do NCX por ERO guando sodio é elevado, promove modo reverso e leva a
sobrecarga de Ca** (Zima e Blatter, 2006). Essa sobrecarga pode tornar o Ca** efetor
para alteracdo de um estado fisiolégico comprometendo a funcdo muscular.

Ademais, esta bem estabelecido a reducdo da capacidade homeostatica do

Ca?* em musculos envelhecidos. Alguns estudos recentes demonstraram reducédo da
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SERCA (Russ et al.,, 2011) e RYR1 (Andersson et al.,, 2011) e alteracbes no NCX
(Mace et al., 2003) em musculos envelhecidos, e indicam que estas alteraces

contribuem para a perda de fungdo muscular decorrente do envelhecimento.

1.8 Exercicio como intervencao

As respostas metabdlicas e moleculares para as diferentes tipos de exercicio
sdo distintas, embora os exercicios, independente de sua natureza podem promover
individualmente beneficios para a saude (Ozbay e Dulger, 2002; Palomero et al., 2008;
Kang et al., 2009; Seene e Kaasik, 2012).

O exercicio aerébio modifica efetivamente fatores de risco cardiovascular.
Sendo o mais potente indutor fisiolégico da biogénese mitocondrial no musculo
esquelético e também tem efeitos sobre o metabolismo em diversos outros tecidos,
incluindo coracao, cérebro, tecido adiposo e figado (Seene e Kaasik, 2012). Em 2012,
nosso grupo (Tromm et al., 2012) mostrou que 2 sessdes de exercicio por semana nédo
sdo suficientes para promover reducdo do dano oxidativo. Em contrapartida o
treinamento realizado com 3 sessdes semanais (8 semanas-3x por semana-13m/min-
45min/dia) aumenta as defesas antioxidantes (SOD e GPX) resultando na reducao do
dano oxidativo. Ainda em 2012, demonstramos os efeitos do exercicio aerdbio sobre a
doenca de Parkinson, os dados indicaram a possibilidade do exercicio modular o
estado neuroquimico do estriado de ratos levando a reducdo dos danos oxidativos
(Tuon et al., 2012). Em 2013, nosso grupo demonstrou que o treinamento aerébio
excéntrico ndo € prejudicial para a funcdo mitocondrial e melhora a capacidade
oxidativa do musculo (SDH, complexos | e 1) semelhante ao treinamento aerdbio
convencional (Silva et al., 2013).

Existem evidéncias de que a presenca continua de pequenos estimulos, que

provocam elevacdes minimas nas concentracdes de ERO, sdo capazes para induzir a
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expressdo de enzimas antioxidantes e outros mecanismos de defesa (Ji, 2008). A base
deste fen6meno pode ser explicada pelo conceito de hormese, onde a adaptacdo ao
exercicio aerdébio ocorre por meio de estimulos que expdem a célula a baixas doses de
oxidantes, mas sendo inibida por altas doses do mesmo (Zoppi, 2005; Ji et al., 2006).
Neste contexto, ERO podem ser benéficas, atuando como sinalizadoras para aumentar
as defesas antioxidantes do organismo, levando ao menor dano oxidativo e retardando
0 processo de envelhecimento (Calabrese e Baldwin, 2003; Ji et al., 2006).
Adicionalmente Short e colaboradores (2005) demonstraram aumento da sintese
proteica apds 16 semanas de treinamento aerobio e este efeito ndo foi dependente de
idade. O tipo do exercicio, intensidade e duragdo provavelmente sédo fatores cruciais
para a regulacdo da sintese proteica. Algumas evidéncias sugerem que o aumento da
sintese proteica ocorre no periodo de recuperacdo apds o exercicio aerdbio, através
do aumento da fosforilagdo da proteina alvo de rapamicina em mamiferos (MTOR)
(Mascher et al., 2007, Mascher et al., 2011). Outras evidéncias também afirmam os
efeitos positivos do treinamento aerébio sobre as proteinas que transportam o Ca®* em
musculos esqueléticos com diferentes tipos de fibras (Ferreira et al., 2010)

Dessa forma, acredta-se que o treinamento aerébio seja eficaz, em partes, para
amenizar o processo de envelhecimento, através do aumento da resisténcia ao
estresse oxidativo e remodelamento de algumas proteinas que transportam o Ca®" no
musculo esquelético de ratos idosos. Para isso, buscamos inicialmente verificar o
efeito agudo de uma sessao de corrida em ratos idosos. E posteriormente, verificar 0s
efeitos do treinamento fisico de corrida, continuo e fracionado, sobre o musculo

esquelético envelhecido.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral
Avaliar a resposta aguda e adaptativa do exercicio fisico sobre os parametros
de estresse oxidativo, metabolismo energético e do metabolismo do célcio em

musculo esquelético de ratos jovens e velhos.

2.2 Especificos:

a) Avaliar a resposta aguda e adaptativa do exercicio fisico sobre a
concentracdo de lactato e do conteudo de glicogénio, e niveis proteicos de
succinato desidrogenase e citocromo-c oxidase em musculo esquelético de
ratos jovens e velhos.

b) Avaliar a resposta aguda e adaptativa, em dois diferentes modelos de
exercicio fisico, sobre os niveis de lipoperoxidacéo, carbonilacdo de proteinas,
conteudo total de tiois, producéo de superéxido e niveis proteicos e atividade de
enzimas antioxidantes em musculo esquelético de ratos jovens e velhos.

c) Avaliar a resposta adaptativa de dois diferentes modelos de exercicio fisico
sobre os niveis proteicos do fator nuclear eritrdide relacionado ao fator 2,
sirtuina 1, receptor de rianodina, fosfolambam e trocador de sédio e calcio, no

musculo esquelético de ratos velhos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

O estudo foi conduzido utilizando 42 ratos machos Wistar (3 e 18 e 24 meses de
idade — pesando 325118, 418+11 485+24Q), provenientes do biotério da Universidade
do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram agrupados 5 a 5 em gaiolas com
acesso livre a agua e comida (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes S/A, Brasil), em
temperatura ambiente de 23°C graus e ciclo de claro e escuro de 12h (as luzes eram
acesas as 07hOOmin). Todos os procedimentos foram realizados conforme as
Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e Uso de Animais para fins Cientificos e Didaticos
- DBCA (DOU 27/5/13, MCTI, p.7) e aprovados pelo Comité de Etica local (protocolo

016/2013 em anexo).

3.2 Experimento I: Efeito agudo do exercicio fisico

Para atender o objetivo de verificar os efeitos de diferentes intensidades de
exercicio sobre parametros de estresse oxidativo e do metabolismo energético sobre o
musculo esquelético de ratos idosos comparados aos ratos jovens, 0s animais foram
divididos em dois grupos: 12 ratos jovens (3 meses) e 12 ratos velhos (18 meses), que
foram randomicamente distribuidos em 4 subgrupos (n=6): controle jovem (CJ), jovem

exercitado (JE), controle velho (Cl), velho exercitado (IE).


http://www.in.gov.br/visualiza/index.jsp?data=27/05/2013&jornal=1&pagina=7&totalArquivos=120
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3.2.1 Protocolo de exercicio

Todos os animais foram adaptados em esteira ergométrica por uma semana
(10m/min, 0.6km/h, sem inclinacdo, durante 10 min/dia) todos os dias da semana, para
reduzir o estresse ao novo ambiente. Os animais ndo receberam nenhum estimulo
para correr. Vinte e quatro horas ap0s o periodo de adaptacdo os animais foram
submetidos a uma sessdo de exercicio em esteira. Os animais jovens exercitados
correram a 1.2km/h e os idosos a 0.8km/h. De acordo com Koltai e colaboradores
(2012) ambas velocidades correspondem aproximadamente a 60% do Consumo

Méaximo de Oxigénio (VO2max).

3.3 Experimento II: Efeito adaptativo do exercicio fisico

Para atender o objetivo de verificar os efeitos de diferentes tipos de treinamento
fisico sobre os marcadores de metabolismo energético, estresse oxidativo e proteinas
gue translocam o calcio no musculo esquelético de ratos, 18 ratos velhos (24 meses)
foram randomicamente distribuidos em trés grupos (n=6): controle, treinamento

continuo, treinamento fracionado.

3.3.1 Protocolo de exercicio

Todos os animais foram adaptados em esteira ergométrica por uma semana
(10m/min, 0.6km/h, sem inclinacdo, durante 10 min/dia) todos os dias da semana, para
reduzir o estresse ao novo ambiente. Os animais nao receberam nenhum estimulo
para correr. Vinte e quatro horas apds o periodo de adaptacdo os animais foram

submetidos ao treinamento fisico. Os animais realizaram um programa de corrida em
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esteira ergométrica motorizada com intensidade de 0.8km/h, 5 dias consecutivos
(exceto fins de semana), por seis semanas, por um periodo total de 42 dias. Cada
sessao foi realizada por 45min continuos ou trés sessfes diarias de exercicio de 15
minutos: 07h00Omin — 12h00min — 18h00min (horario arbitrario). A intensidade do
exercicio foi cautelosamente aplicada para corresponder a 60% do consumo maximo
de oxigénio, conforme previamente descrito por Kotai e colaboradores (2012). Os
animais do grupo Controle foram colocados sobre a esteira desligada simultaneamente

aos grupos exercitados.

3.4 Eutanasia, coleta e preparacao de tecidos

Imediatamente ap0s a sessdo do exercicio no experimento | e 48 horas apos a
Ultima sessé@o de exercicio do experimento Il todos os animais foram anestesiados
através da administracao intraperitoneal de Cetamina (80mg/kg) e Xilazina (12mg/kg) e
posteriormente submetidos a eutanasia, o0 gastrocnémico (experimento |) e o
quadriceps (experimento IlI) foram cirurgicamente removidos. Uma aliquota foi
processada para determinacédo do glicogénio muscular e outra aliquota de amostra foi
homogeneizada em tampado especifico e usada para andlises de proteinas
intracelulares por imunoblotting. O tecido foi homogeneizado em tamp&o contendo 1%
de Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de s6dio, 100mM de
fluoreto de sédio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato de sédio, 2mM de PMSF e 0,1
mg/mL de aprotinina a 4°C. O homogeneizado foi entdo centrifugado a 11000 rpm por
40 minutos para remover materiais insolaveis. Com o sobrenadante foi determinado a
concentracdo de proteina utilizando o método de Bradford et al. (1976) e

posteriormente foi realizada a determinagdo do extrato total com anticorpo especifico.
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O restante da amostra foi aliguotada e imediatamente armazenada em freezer —70°C
para analises posteriores.

O descarte dos animais foi realizado com acondicionamento dos mesmos em
saco branco leitoso e armazenado em freezer -40 para posterior tratamento e
deposicao final em aterro sanitario, conforme procedimentos estabelecidos pela

Vigilancia Sanitéria (RDC 306/2004).

3.5 Marcadores metabolicos

O conteudo de glicogénio muscular e os niveis de lactato foram usados como
parametros metabolicos musculares. Os niveis de lactato no sangue foram realizados
em repouso e, imediatamente apds a Ultima sessdo de exercicio, o sangue foi coletado
da veia caudal, utilizando um kit comercial de acordo com as instrucdes do fabricante
e, em seguida, analisados por um medidor de lactato por fotometria de reflexdo (Roche
Diagnostics , BW Mannheim, Alemanha). Os niveis de lactato foram expressos em
nmol/lactato/L de sangue. O conteudo de glicogénio foi quantificado por meio da
reacdo com iodeto de potassio (KI), mais iodo (12) (Krisman, 1962). Resumidamente,
300 mg de tecido muscular foi fervida durante 20 minutos em 30% de hidroxido de
potassio (KOH), apés o glicogénio muscular foi precipitado pela adicdo de etanol a
60%. A solucéo foi aquecida durante 10min a 70°C, seguido por 15min de incubacao
em gelo e centrifugacdo durante 9min a 600g. Em seguida, o pellet foi suspenso em
500ul de agua destilada, e uma aliquota de 100mL foi misturada com uma solucéo de
KlI-12 (iodeto de potassio mais iodo) em solucéo saturada de cloreto de célcio (CaCl,) e
guantificado por espectrofotometria a 460nm. O contetudo de glicogénio foi expresso

em mg/de glicogénio/mg de musculo.
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3.6 Parametros de Estresse Oxidativo

3.6.1 Anion superdxido: Os niveis de anion superoxido foram mensurados
conforme previamente descrito por Poderoso e colaboradores (1996). Particulas
submitocondriais (PSM) do quadriceps foram isoladas por diferentes centrifugacoes, e
o nivel de superdxido foi determinado pela taxa de oxidacdo da adrenalina em um
tampédo contendo as PSM, succinato (como iniciador da cadeia transportadora de
elétrons) e catalase. A cor desenvolvida pela reacao foi lida em espectrofotbmetro a
780nm e expressa em nmol/min/mg de proteina.

3.6.2 Lipoperoxidacdo: Como indice de peroxidacdo de lipideos foi verificado a
formacdo de substancias reativas ao aquecimento do acido tiobarbitarico, conforme
descrito por Draper e Hadley (1990). Primeiramente as amostras do musculo foram
misturadas com 1ml de &cido tricloroacético (10%) e 1ml de acido tiobarbitlrico
(0,67%), seguido por aguecimento em banho-maria (60°C) por 30 minutos. Os niveis
de TBARS foram mensurados espectrofotometricamente a 532nm e expressos como
equivalentes de TBARS (nmol/mg proteina).

3.6.3 Carbonilagdo de proteinas: Os danos oxidativos em proteinas foram
determinados de acordo com Levine e colaboradores (1990). O conteudo de proteinas
carbonilas foi mensurado pela formacéo de proteinas derivadas da hidrazona, usando
2.4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Estes derivados foram sequencialmente extraidos
com &cido tricloroacético a 20%, seguido por tratamento com etanol e etil acetato, e
reextracdo com acido tricloroacético a 10%. Apdés a reacdo as amostras foram
redissolvidas em uréia 8M. Absorbéancia observada espectrofotometricamente da
reacao de grupos carbonilas com DNPH foi utilizada para determinar a concentragcao
(nmol) de proteinas oxidadas por mg/ de proteina. Os resultados foram mostrados para

cada amostra lida 370nm em espectrofotometro.
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3.6.4 Grupos Sulfidrilas: o conteudo total de tidis foi determinado usando o
método 5-5’-dithiobis (a&cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) (Sigma, St. Louis, MO). A reacao
foi iniciada por adicdo de 30puL de 10mM de DTNB ao tampéao fosfato. As amostras
controle ndo incluiam DNTB. Ap6s 30 minutos de incubacao em temperatura ambiente,
a absorbancia em 412nm foi mensurada, e a quantia de 5-5-ditiobis (4cido 2-
nitrobenzoico), ou TNB, formada foi calculada (equivalente a quantidade de grupos

tidis), usando a técnica desenvolvida por Aksenov e Markesbery (2001).

3.7 Enzimas antioxidantes

3.7.1 Atividade da SOD: a atividade da SOD foi determinada de acordo com
método de Mccord e Fridovich (1969). A atividade enzimatica foi determinada pela
inibicdo da auto oxidacdo da adrenalina. Foi utilizado 10, 30 e 50uL da amostra
(homogeneizado em tampé&o glicina) e adicionado 10uL de catalase (0,0024g/ml de
agua destilada), 970uL de tampao glicina (0,75g em 200mL de agua destilada — 32°C),
17uL de adrenalina (60 mM em &agua destilada * 15uL/ml de HCI fumegante). A leitura
foi realizada em 180 segundos com intervalo de 10 segundos medida
espectrofotometricamente a 480nm e os valores foram expressos em U/mg de
proteina.

3.7.2 Atividade da CAT: a atividade da Catalase foi determinada conforme
previamente descrito por Aebi (1984). O musculo foi homogeneizado em tampao
fosfato de potassio (50 mM) pH 7,0, seguido por centrifugacdo a 3000xg por 10
minutos. O sobrenadante foi usado para o ensaio. A atividade da CAT foi mensurada

utilizando a taxa de decaimento do H,O; a 240nm, expressos em U/mg de proteina.
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3.7.3 Atividade da GPx: a atividade da GPx foi determinada conforme descrito
por Flohé e Gunzler (1984), monitorando a oxidacdo de NADPH a 340nm na presenca

de H,0.. A atividade enzimatica foi expressa em mM/min/mg de proteina.

3.8 Andlise proteica por Imunoblotting

As proteinas foram desnaturadas em aquecimento (Laemmli, 1970) com tamp&o
contendo 100mM DTT. ApGs isto, 0.2 mg do extrato de proteina obtido de cada tecido
foi separado por SDS-PAGE, transferido para uma membrana de nitrocelulose, no
blogueado com anti-citocromo c¢ oxidase, CiT-C (sc-13560); anti-succinato
desidrogenase, SDH (sc-25851); bloqueado com anti-fator nuclear eritréide relacionado
ao fator 2, NFR2 (sc-365949); anti-sirtuina 1, (sc-15404); anti-receptor de rianodina,
RyR (sc-13942); anti-fosfolamban, PLB (sc-20511) e anti-trocador de sédio de calcio,
NCX (sc-32881), da Santa Cruz (Santa Cruz Biotecnologias, CA, USA) . A deteccado
guimioluminescente foi realizada com anticorpos secundarios conjugados a
peroxidases. Visualizacdo das proteinas foi realizada pelo exposicdo das membranas
ao raio-x (Kodak XAR, Rochester, NY). Apoés transferidas, as membranas foram
coradas e quantificadas pelo anticorpo primério, para controle da transferéncia. A
intensidade da banda foi determinada por radiografias de leitura desenvolvido pela
densitometria Optica usando um scanner (HP 3400) e da Scion software de imagem
(Scion Corporation). O anticorpo da -actina (Abcam) foi utilizado como controle para

as analises de Imunoblotting.

3.9 Conteudo de proteinas
O conteudo de proteinas musculares dos ensaios bioquimicos foi analisado

usando albumina bovina como padrédo, de acordo com Lowry e colaboradores (1951).
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O reagente Folin de fenol (fosfomolibdico-fosfotingstico) foi adicionado para ligar o
reagente a proteina. O reagente foi lentamente reduzido, passando de amarelo para

azul. A absorbancia foi lida a 750 nm em espectrofotometro.

3.10 Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média e erro padrao médio (médiatEPM). A
diferenga entre os grupos foi determinada por analise de variancia ANOVA, seguido
pelo teste post-hoc de Tukey’s, quando ANOVA foi significante; o valor de p menor que
0,05 foi considerado estatisticamente diferente. O software utilizado para analise dos
dados foi o Pacote Estatistico para Ciéncias Sociais (SPSS), versdo 18.0 para

Microsoft Windows.
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4 RESULTADOS

4.1 Marcadores metabdlicos

No experimento | os resultados mostraram (figura 4) que o grupo JE aumentou a
concentragdo de lactato (A) (5,05 + 0,13 nmol/L), niveis proteicos de SDH (C) (6428 +
365 unidades arbitrarias), e de Citocromo-C (D) (4638 + 302 unidades arbitrarias)
comparado com Controle Jovem (1,45 + 0,18 nmol/L; 2345 + 187 unidades arbitrarias;
e 1717 + 239 unidades arbitrarias, respectivamente) e reduziu o conteudo de
glicogénio (B) (1,0 + 0,07 pg/mg musculo) comparado com Controle Jovem (1,7 £ 0,1
Mg/mg masculo). O grupo IE aumentou a concentracdo de lactato (4,22 + 0,18 nmol/L),
SDH (4501 + 311 unidades arbitrarias), e Cit-C (2913 + 211 unidades arbitrarias)
comparado com Controle Velho (2,2 = 0,20 nmol/L; 2109 + 194 unidades arbitrarias; e
1631 + 295 unidades arbitrarias, respectivamente) e reduziu o contetdo de glicogénio
(2,1 + 0,2 pg/mg musculo) comparado com CI (1,8 £ 0,1 pg/mg mauasculo).
Adicionalmente, o grupo IE diminuiu os niveis de SDH e Cit-C comparado com JE (p <

0,05).
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Figura 4: Efeitos agudos do exercicio em ratos jovens e idosos sobre o lactato sanguineo (A), contetdo
de glicogénio (B), niveis proteicos de SDH (C) e de CiT-C (D) no musculo esquelético. Os dados foram
expressos com média e erro padrdo. * p < 0.05 comparado com animais Controle, p < 0.05 comparado
com Jovens exercitados (ANOVA, Tukey’s post hoc test). CJ: controle jovem; JE: jovem exercitado; Cl:
controle velho; IE: velho exercitado.

No experimento Il os resultados mostraram (figura 5) que a concentracédo de
lactato (A) se manteve acima dos niveis de repouso em ambos 0s grupos, Continuo
(5,3+0.4nmol/L) e Fracionado (5,0 = 0,42 nmol/L), apds a ultima sessao de treinamento
em relacdo aos niveis de repouso (2,4 + 0,1; 2,2 £0,3nmol/L respectivamente). O
conteudo de glicogénio demonstrou (B) elevagao nos grupos Continuo (2,5 + 0,3ug/mg
de musculo) e Fracionado (20 + 0,2ug/mg de musculo) em relagédo ao grupo Controle

(0,8+0,3ug/mg de musculo) apds o término do treinamento.
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Figura 5: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre os niveis de lactato (A) e contetdo de
glicogénio (B) em musculo de ratos idosos. Os dados foram expressos com média e erro padrdo. * p <
0.05 comparado com animais Controle (ANOVA, Tukey'’s post hoc test).

4.2 Producao de anion superoéxido

No experimento Il (figura 6), houve uma reducdo significante na producdo

oxidante apods o treinamento Continuo (913 + 131nmol/min/mg proteina) e Fracionado

(774 + 223nmol/min/mg proteina) quando comparado com o grupo Controle (2521 +

891nmol/min/mg proteina).
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Figura 6: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre a produgéo de anion superéxido. Os
dados foram expressos com média e erro padrdo. * p < 0.05 comparado com animais Controle (ANOVA,

Tukey’s post hoc test).
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4.3 Enzimas antioxidantes

No experimento |, a figura 7 mostra uma reducdo na atividade da SOD (A) e
CAT (B) no grupo JE (0,14 + 0,04 U/mg proteina e 0,006 + 0,001 U/mg proteina,
respectivamente) comparado com CJ (0,28 + 0,02 U/mg proteina e 0,017 + 0,0009
U/mg proteina, respectivamente). O grupo IE (0,01 + 0,002 U/mg proteina) também
exibiu reducdo em CAT comparado com CI (0,02 + 0,001 U/mg proteina), um aumento
em SOD (0,35 + 0,03 U/mg proteina) comparado com CI (0,28 + 0,02 U/mg proteina) e
JE, e aumentou a GPX (C) (0,21 + 0,03 nmol NADPH/min/mg proteina) comparado
com os outros grupos, CI (0,13 + 0,02 nmol NADPH/min/mg proteina), JE (0,13 + 0,03
nmol NADPH/min/mg proteina), e CJ (0,12 + 0,01 nmol NADPH/min/mg proteina), (p <

0,05).
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Figura 7: Efeitos agudos do exercicio em ratos jovens e idosos sobre a atividade da SOD (A), CAT (B) e
GPX (C) no musculo esquelético. Os dados foram expressos com média e erro padrdo. * p < 0.05
comparado com animais Controle (ANOVA, Tukey's post hoc test). CJ: controle jovem; JE: jovem
exercitado; Cl: controle velho; IE: velho exercitado.

No experimento Il (figura 8), ndo houve alteracdo entre os grupos Controle,
Continuo e Intervalado, nos niveis proteicos de SOD (A) (8736 + 2248; 8457 + 1213;
9357 £ 758 unidades arbitrarias, respectivamente) e CAT (B) (4781 + 2236; 5626 *
720; 7725 £ 1541 unidades arbitrarias, respectivamente). Contudo, o grupo Continuo
aumentou a atividade da SOD (23,5 £ 4,4U/mg proteina) em relacdo ao grupo Controle
(5,9 + 1,1U/mg proteina) e ao grupo Fracionado (12,5 + 3,9U/mg proteina), que por sua
vez aumentou a atividade de CAT (0,07 = 0,01U/mg proteina) em relacdo ao Controle
(0,03 + 0,007U/mg proteina). Por outro lado, os niveis proteicos da GPx (C)
aumentaram apoés treinamento Fracionado (7858 + 1339 unidades arbitrarias) em
relacdo ao Controle (3266 + 1352 unidades arbitrarias) e grupo Continuo (3446 + 1138
unidades arbitrarias) . Ao mesmo tempo, houve reducdo da atividade da GPx neste
mesmo grupo (Fracionado) (0,04 + 0,01nmol NADPH/min/mg proteina) comparado

com 0s animais do grupo Continuo (0,12 = 0,04nmol NADPH/min/mg proteina).
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Figura 8: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre a atividade e niveis proteicos das
enzimas antioxidantes, SOD (A), CAT (B) e GPx (C). * p < 0.05 comparado com animais Controle, “p <
0.05 comparado com o grupo Continuo (ANOVA, Tukey’s post hoc test).

4.4 Marcadores de dano oxidativo

No experimento | (figura 9), os dados demonstraram aumento na
lipoperoxidacdo no grupo JE (0,32 + 0,02 nmol/mg proteina) quando comparado com
CJ (0,17 + 0,01 nmol/mg proteina) e o grupo IE aumentou (0,37 + 0,03 nmol/mg
proteina) quando comparado com CI (0,25 + 0,03 nmol/mg proteina) (p < 0,01).

Contetudo de carbonila aumentou no grupo JE (0,30 + 0,03 nmol/mg proteina)
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comparado com o grupo CJ (0,16 + 0,02 nmol/mg proteina) e o grupo IE aumentou
(0,28 + 0,07 nmol/mg proteina) quando comparado com CI (0.16 + 0.03 nmol/mg
proteina). Os grupos JE (39,4 = 5,2 TNB/mg proteina) e CA (55,6t 2,9 TNB/mg
proteina) exibiram diminuicdo no conteudo de tidis totais (figura 4C) comparado com
CJ (89,9 + 8,8 TNB/mg proteina). Adicionalmente, IE (33,7 + 3,8 TNB/mg proteina)

demonstrou uma reducédo neste marcador comparado com o grupo Cl (p < 0,05).
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Figura 9: Efeitos agudos do exercicio em ratos jovens e idosos sobre os niveis de TBARS (A), contetdo
de carbonil (B) e ti6is totais (C) no musculo esquelético. * p < 0.05 comparado com animais Controle, #p
< 0.05 comparado com Controle Idoso (ANOVA, Tukey’s post hoc test). CJ: controle jovem; JE: jovem
exercitado; Cl: controle velho; IE: velho exercitado.

No experimento Il (figura 10), os resultados apontaram que somente 0
treinamento Continuo reduziu os niveis de lipoperoxidagdo (A) (0,19 + 0,02nmol/mg
proteina) e carbonilacdo de proteinas (B) (0,09 £ 0,03nmol/mg proteina) quando
comparado com o Controle (0,43 = 0,07nmol/mg proteina; 0,27 = 0,05nmol/mg

proteina, respectivamente). Este mesmo grupo apresentou menor conteudo de
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carbonilas em relagédo ao grupo Fracionado (0,38 + 0,05nmol/mg proteina). Ademais, o
conteido de grupos SH (C) ndo demonstrou alteracdes significativas apds o0s
diferentes modelos de treinamento (Controle 26 + 9; Continuo 25 + 7; Fracionado 21 +

8nmol/mg de proteina).
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Figura 10: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre os niveis de TBARS (A), contelido de
carbonilas (B) e grupos SH (C). * p < 0.05 comparado com animais Controle, #p < 0.05 comparado com o
grupo Continuo (ANOVA, Tukey’s post hoc test).

4.5 Niveis proteicos de fatores de transcricdo mitocondriais e de proteinas que

translocam o Ca%* muscular

No experimento Il (figura 11), ndo houve diferenga significativa nos niveis
proteicos de NRF2 (A) (Controle 8830 + 2986; Continuo 4398 + 1920; Fracionado 5848
+ 2845 unidades arbitrarias) e SIRT1 (B) (Controle 6364 + 495; Continuo 6521 + 447,

Fracionado 4034 + 1698 unidades arbitrarias) entre os dois modelos de treinamento
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propostos. Os resultados da figura 11 (C) apontaram que o treinamento Continuo foi
capaz de aumentar os niveis de RyR (12667 + 1971 unidades arbitrarias) e reduzir 0s
niveis de PLB (D) (5284 + 405 unidades arbitrarias) comparado com o Controle (5596
+ 2014; 11204 + 766 unidades arbitrarias, respectivamente). Por outro lado, somente o
treinamento Fracionado elevou (E) (5900 * 635 unidades arbitrarias) os niveis

proteicos de NCX em relacdo ao Controle (2439 + 1129 unidades arbitrarias).
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Figura 11: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre os niveis proteicos de fatores de
transcricdo mitocondriais e de proteinas que translocam o Ca*. NRF2 (A), SIRT1 (B), RyR (C), PLB (D)
e NCX (E). * p < 0.05 comparado com animais Controle (ANOVA, Tukey’s post hoc test).
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5 DISCUSSAO

5.1 Experimento |

A presente investigacdo examinou os efeitos de parametros metabdlicos e de
estresse oxidativo no gastrocnémio de ratos jovens e idosos expostos a uma Unica
sessdo de exercicio com carga similar. As evidéncias mostraram que as mudancas
nestes parametros sdo similares nos dois grupos exercitados, sugerindo que o
exercicio agudo afeta o musculo independente da idade.

Uma das alteracdes chave no exercicio agudo sdo as mudancas nas enzimas
glicoliticas e oxidativas dos musculos envolvidos no exercicio. Diversos estudos
reportaram que o envelhecimento amplia (Gunduz et al., 2004), atenua (Dimauro et al.,
2012; Hatao et al., 2006), ou ndo afeta (Radak et al., 2011; Vasilak et al., 2006a) as
alterac6es na homeostase redox induzidas pelo exercicio. Similarmente, a capacidade
adaptativa de organismos envelhecidos em responder a estimulos oxidantes repetidos
pode sofrer reducéo (Bailey et al., 2010; Rousseau et al., 2006) ou nao ser afetada
(Lynch et al., 2008; Sacheck et al., 2006) em relacdo a organismos jovens.

As mudancas que ocorrem no estado redox sdo dependentes da tensé&o imposta
sobre as vias metabdlicas, como o tipo de metabolismo e a taxa metabdlica a ser
usada (Pinho et al., 2012). Niveis de lactato sdo utilizados como indicadores da
intensidade do exercicio e do metabolismo glicolitico. Os resultados da figura 4
mostraram um aumento nos marcadores metabdlicos apds uma Unica sessdo de
exercicio, sugerindo que alteracdes no metabolismo energético podem representar a
manutencdo de um mecanismo oxidativo de producéo de ATP na célula nos musculos
de animais jovens e envelhecidos. Isto € justificado porque o modelo de intensidade
usado neste estudo aumentou duas vezes (pés-exercicio) a concentracdo de lactato

em relacdo ao grupo controle e também a deplecéo de glicogénio; entdo, as mudancas
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nas enzimas oxidativas de producdo de energia que foram observadas, sugerem um
componente aerobio de intensidade moderada.

A alteracdo no metabolismo oxidativo é importante no balanco entre producao
oxidante e sistema de defesa antioxidante. Nossos resultados estdo de acordo com
outros dados que mostraram aumento dos niveis de SDH e CiT-C em ratos jovens e
envelhecidos (Hammeren et al., 1992; Koltaj et al., 2012). Isto sugere que sob estas
intensidades o papel do metabolismo oxidativo comega a ser mais evidente, em parte,
ao protocolo experimental adotado. Contudo, o grupo envelhecido exibiu menores
niveis de SDH e CiT-C comparado com o grupo jovem. Mudancas relacionadas a
idade na biossintese mitocondrial podem estar relacionadas ao processo de
sarcopenia. Taxas menores de sintese de proteinas mitocondriais, disturbios nas
atividades de enzimas mitocondriais e menor capacidade oxidativa de produzir ATP
tém sido reportadas em tecidos envelhecidos (Short et al., 2005; Igbal et al., 2013)
Alguns estudos indicam que ratos envelhecidos tem citocromo-c significantemente
menor quando comparado a ratos jovens (Haak et al., 2009;Kang et al., 2009).

Com o envelhecimento, niveis de estresse oxidativo s@o elevados e a
capacidade antioxidante é prejudicada em musculo esqueléticos (Cakatay et al., 2003;
Fulle et al., 2004; Siu et al., 2008). E razoavel supor que o envelhecimento pode alterar
0s eventos redox e aumentar a susceptibilidade de musculos a lesdo oxidativa durante
o exercicio. Bejma e Ji (1999) mostraram que o0 exercicio agudo com programa similar
(15 m/min para ratos envelhecidos e 25 m/min para ratos jovens por ~60 minutos)
eleva a producdo oxidante no musculo de ratos envelhecidos em relagédo a ratos
jovens. Contudo, existe um debate atual na literatura sobre os efeitos do status redox
no envelhecimento. Os estudos publicados nos ultimos 10 anos consideram a

influéncia do exercicio sobre o dano muscular, que pode aumentar (Lynch et al., 2008;
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Choi et al., 2012), diminuir (Gorianovas et al., 2013; Lavender e Nosaka, 2006) ou nao
afetar animais mais velhos (Lavender e Nosaka, 2008; Thalacker-Mercer et al., 2010).

Mudangas agudas na reducgéo da atividade de enzimas antioxidantes, tais como
SOD (figura 7A) e CAT (figura 7B), com o exercicio agudo podem sugerir menor
protecdo contra exposicdo a ERO induzida pelo exercicio. Contudo, ambas as idades
exibiram menor atividade de CAT ap0s o exercicio. Muitos estudos conflitantes existem
em relacdo as mudancas relacionadas a idade no sistema de defesa antioxidantes em
varios orgdos (Hatao et al., 2006; Vasilak et al., 2006a; Vasilak et al., 2006b). Tais
mudancas também diferem por tipo de fibra muscular, sugerindo que fibras rapidas
parecem ser mais susceptiveis que fibras lentas, ao estresse oxidativo relacionado a
idade (Jackson et al., 2007). Atividade da GPx aumentou (figura 7C) nos ratos idosos
exercitados mais que nos ratos controle e jovens. Este resultado pode ocorrer por um
mecanismo compensatorio para a reducdo da CAT no mesmo grupo. E possivel que
um aumento encontrado no sistema de defesa enzimatico ocorra devido a alta
exposi¢cdo aos ERO apdés exercicio inabitual em ratos idosos.

Sob condi¢cbes normais, ha um equilibrio entre degradacao continua e resintese
de proteinas musculares. Diversos estudos tém mostrado uma reducédo dependente da
idade nos niveis totais de tidis, que tem um papel importante ndo somente nas reacdes
antioxidantes, mas também nas reacdes de catalise, regulacéo e transporte de elétrons
e alguns preservam as estruturas corretas das proteinas (Hernanz et al., 2000;
Thomas e Mallis, 2001). Iciek e colaboradores (2004) mostraram que a eficiéncia da S-
tiolagdo (conjugacgéo de proteinas tiois com proteinas nao tidis) como um mecanismo
de defesa antioxidante que diminui com a idade, levando ao aumento do risco de
oxidacdo irreversivel das proteinas. E possivel que os resultados observados no
musculo de ratos jovens e idosos, os grupos sulfidrilas (tidis totais) atuaram como

antioxidantes devido ao aumento de ERO durante o exercicio, independente dos niveis
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basais entre os dois grupos (figura 4C). A alta lipoperoxidacédo (figura 9A) e alto
conteudo de carbonilacédo proteica (figura 9B) no gastrocnémio indicam que 0s niveis
de estresse oxidativo apareceram ap0s 0 exercicio em ambos 0s grupos exercitados.
O aumento observado na oxidacéo de proteinas pode ter resultado de um aumento na
producdo de grupos carbonilas ou reducdo na remocgdo de proteinas musculares
oxidadas. Diferente de outros estudos (Bailey et al., 2010; Bejma e Ji, 1999; Ozbay e
Dulger, 2002), que demonstraram maior lipoperoxidacéo e carbonilacdo em idosos em
relacdo a jovens, nés demonstramos um aumento no mesmo nivel para ambos os
grupos apos sessao de corrida. Nikolaidis e colaboradores (2013) demonstraram maior
oxidag&o de proteinas em animais jovens e idosos apds sessdo de corrida excéntrica,
com lipoperoxidacdo somente na populacao idosa. Em contrapartida, Bejma e Ji (1999)
demonstraram que malondealdeido (MDA) e conteudo de carbonilas ndo sao afetadas
pela idade ou exercicio. A razdo para nossos resultados pode estar relacionada a
intensidade do exercicio. Durante uma corrida a 60% do VO,max 0 esfor¢co pode néo ter
sido suficiente para estimular o dano oxidativo em diferentes niveis em ratos com 3 vs.
18 meses de idade.

Em concluséo, os resultados reportados neste experimento demonstraram que
0 aumento nos marcadores de estresse oxidativo € mais evidente no gastrocnémio de
ambos, ratos jovens e idosos, e isso pode estar relacionado a intensidade do exercicio.
Contudo, os marcadores metabdlicos mostraram menor susceptibilidade a intensidade

do exercicio em musculos envelhecidos.
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5.2 Experimento I

O treinamento fisico leva a adaptacbes na musculatura esquelética que
dependem do tipo de trabalho que o musculo realiza. Assim, no presente estudo nos
comparamos os efeitos de dois protocolos de exercicio sobre marcadores de estresse
oxidativo e proteinas que transportam o célcio muscular em ratos idosos. Os
resultados mostraram que a rede de sinalizacdo intracelular do Ca*" pode ser
modulada pelo treinamento com diferentes estimulos (continuo ou fracionado) através
da regulacdo de ERO (figura 12), uma vez que altas concentracbes de Ca?* podem
elevar os niveis de ERO, levando a oxidac&o dos translocadores de Ca** em musculos
envelhecidos (Capel et al., 2005). Esta bem estabelecido que a otimizacdo do
desempenho muscular esta relacionada com uma melhor contratilidade de midcitos e
isto depende da sinalizacdo redox e da homeostase intracelular do Ca®* (Ferreira et al.,
2010). No mesmo sentido, a modulacdo do estresse oxidativo pelo treinamento
continuo e fracionado parece ter um papel importante nos mecanismos de contracao

muscular.
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Figura 12: A rede de sinalizago intracelular do Ca** é regulada por ERO. Podendo ser
modulada por diferentes programas de treinamento. Uma vez que altas concentracdes de Ca”* podem
elevar os niveis de ERO, levando a oxidac&o dos translocadores de Ca**, ou niveis moderados de ERO
podem sinalizar para regulacdo otimizada do mecanismo contratil em musculos envelhecidos.

Os resultados iniciais do presente estudo mostraram que alteracdes
significantes ocorreram no metabolismo muscular (figura 5), por exemplo, um
significante aumento no contetdo de glicogénio e niveis de lactato que podem
representar adaptacdes metabdlicas e transicdo do mecanismo de producdo de ATP
celular (Pinho et al., 2012). Estes resultados séo importantes, pois sugerem que ambos
os modelos de exercicio foram suficientes para promover mudancas adaptativas no
musculo dos animais exercitados. Adicionalmente, ambos os grupos (comparados ao
controle) apresentaram elevado conteldo de glicogénio, que afeta diretamente a
habilidade de realizar exercicios, pois conteldos menores de glicogénio depletam a
taxa de liberacdo do Ca®** no RS, que contribui para a fadiga muscular (Gejl et al.,
2013).

ERO sdo geradas durante o exercicio e sdo importantes moduladoras de
proteinas responsaveis pelo transporte do Ca?* e pelo desenvolvimento de fadiga
durante o exercicio (Dutka et al., 2012). Os resultados mostraram reducao na produc¢ao
de superéxido (figura 6) em ambos os modelos de exercicio com concomitante
aumento da atividade da SOD (figura 8A). Estd bem estabelecido na literatura uma
reducdo associada a idade nas enzimas antioxidantes com concomitante aumento no
superoéxido, que levam ao dano oxidativo, e ao longo do tempo, a perdas eventuais da
massa muscular, pois animais deficientes em enzimas antioxidantes apresentam
menor expectativa de vida (Muller et al., 2007). Contudo, enzimas antioxidantes
aumentam em células de animais jovens e idosos ap0s exercicio continuo (Hatao et

al., 2006). As atividades reduzidas de SOD e GPx (figura 8A,C) observadas no grupo
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com treinamento fracionado podem estar relacionados com um processo de adaptacao
mais lento que o treinamento continuo, insuficiente para ativar estas enzimas,
desencadeando dano oxidativo as proteinas neste mesmo grupo (figura 10B).
Contudo, o estimulo fracionado foi mais efetivo para a atividade de CAT (figura 8B),
mas sem resultar em melhora na protecdo contra o dano oxidativo. De acordo com
Jenkins e Goldfarb (1993) a atividade da CAT tem um papel importante quando as
concentragbes de H,O, sdo baixas. Adicionalmente, a GPx tem melhor capacidade
antioxidante no musculo que a CAT, bem como melhor adaptacdo ao treinamento
continuo (Pinho et al., 2006). Nao houve diferenca nos niveis proteicos das principais
enzimas antioxidantes. Deve-se considerar também, que as enzimas antioxidantes no
musculo esquelético ndo sdo constantes e podem ser moduladas por padrées de
atividade, como intensidade, duragéo e tipo de exercicio, justificando a variabilidade
nos efeitos antioxidantes (Powers e Jackson, 2008).

Estresse oxidativo induzido pelo envelhecimento causa dano celular, uma parte
importante dos quais € a oxidacao dos acidos graxos poli-insaturados e residuos de
amino-acidos de proteinas, que formam produtos finais, como o malondealdeido
(MDA) e grupos carbonilas (Chevion et al., 2000). Somente o treinamento continuo
reduziu os niveis de lipoperoxidacao e carbonilacdo de proteinas (figura 10A,B). Estes
resultados estdo de acordo com conclusdes reportadas por Shing e colaboradores
(2007), que demonstraram que sessGes consecutivas de exercicio melhoram a
capacidade antioxidante em repouso, reduzem o aumento nas concentracées de MDA
e conteudo de carbonilas em células envelhecidas (Simar et al., 2012). Tem sido
também reportado que quanto menor a experiéncia com o treinamento, maior nivel de
estresse é obtido (Powers e Hamilton, 1999), entdo sessées com menor duracdo ao
longo do dia mostrou menor adaptacdo redox que sessdes continuas. Ademais,

embora néo alterados por ambos exercicios (figura 10C), os grupos SH de residuos de
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cisteina, sdo alvos potenciais para modificagdes redox de proteinas (Grant et al., 1999;
Fabisiak et al., 2000). Alteracdo no estado redox de grupos SH de dois residuos de
cisteina vizinhos podem levar a formagdo ou quebra de pontes disulfeto. Esta
modificacdo redox das pontes disulfeto afeta a estrutura e funcdo de proteinas,
incluindo canais, bombas e translocadores de Ca®* (Fabisiak et al., 2000; Hertelendi et
al., 2008).

O NFR2 é um regulador positivo da resposta antioxidante celular, responséavel
por regular genes, incluindo genes relacionados com enzimas antioxidantes, como
aquele envolvidos na sintese de glutationa e outros (Wild et al., 1999). Seus niveis
parecem reduzir com a idade, levando a desregulacdo das respostas oxidativas
(Tomobe et al., 2011). Sirtuina tipo 1 (SIRT1) também pode influenciar no processo de
envelhecimento, incluindo desordens metabdlicas como diabetes ou doencas
neurodegenerativas. SIRT1 é alvo de um grande nimero de fatores de transcricdo que
estdo envolvidos na biogénese mitocondrial e diferenciacdo do musculo esquelético.
Os efeitos do exercicio sobre NFR2 e SIRT1 parecem ser complexos (Radak et al.,
2008). A atividade de SIRT1 é dependente de NAD, entdo se esperava que SIRT1
estivesse alterada em condi¢cdes de esforco fisico. Também parece provavel que a
taxa de NAD/NADH pode ser suscetivel as alteragdes sob condi¢cdes mais exaustivas
de atividade contrétil, no qual o estado redox do musculo € alterado para uma taxa
metabdlica elevada (Suwa et al., 2008). Mas, nenhum dos modelos propostos induziu
aumento nos niveis proteicos de NRF2 e SIRTL1 (figura 11A,B). O ndo aumento desses
niveis em animais idosos, apesar do aumento no dano oxidativo associado ao
treinamento fracionado e a reducdo em pro-oxidantes em ambos 0s grupos, sugere
gue a producédo de superoxido ndo foi capaz de ativar estes fatores de transcricao,
uma vez que NRF2 e SIRT1 s&o “sensiveis ao estresse oxidativo” (Itoh et al., 1999).

Adicionalmente, é possivel que o musculo envelhecido necessite de um exercicio
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prolongado e moderado (mais que seis semanas) para estabilizar a sinalizacao
antioxidante para estes fatores de transcricdo (Gounder et al., 2012). Isto pode explicar
em partes as ndo alteragbes nos niveis proteicos das enzimas antioxidantes, uma vez
a ativacdo de NRF2 (Hybertson et al., 2012) e SIRT1 (Alcendor et al., 2007) modulam
a expressao de centenas de genes que afetam o estresse oxidativo ( como SOD, CAT
e GPX).

Os principais mecanismos bioquimicos que determinam a forca e as taxas de
contracdo e relaxamento muscular sdo as proteinas que transportam o Ca?* (Berchtold
et al., 2000), responsaveis pelo processo de excitacdo, contracdo e relaxamento.
Diversas proteinas estdo envolvidas na manutencdo da homeostase do Ca* e da
funcdo contrétil, uma dessas proteinas sdo, a SERCA, o RYR e o NCX, que sédo
responsaveis pelo equilibrio entre captacdo, liberacdo e extrusdo do Ca** pelo
sarcolema, respectivamente (Bers, 2002; Mace et al., 2003). A captacdo do Ca*" pela
SERCA ¢é regulada por uma proteina fosforilada, a PLB, que em sua forma
desfosforilada inibe a atividade de SERCA. Uma falha em proteinas envolvidas no
transporte intracelular do Ca?* contribui para a perda de funcdo muscular associada a
idade (Weisleder et al., 2006). Os resultados mostraram altos niveis de RYR e baixos
nives de PLB ap6s estimulo continuo, enquanto os niveis de NCX foram maiores apds
estimulo fracionado. Um desequilibrio entre estas proteinas tem sido associado
possivelmente com disfuncdo contratii em muasculos envelhecidos (Freimann et al.,
2005). O aumento na densidade do RYR (figura 11C) apés treinamento continuo esta
correlacionado com aumento da velocidade de encurtamento e forca em musculos
isolados (Antilla et al., 2008; James et al., 2011). A reducdo nos niveis proteicos de
PLB (figura 11D) ap0s treinamento continuo pode contribuir para este cenario. Durante
0 exercicio, a atividade do nervo simpatico é aumentada levando a ativacdo da

proteina quinase A (PKA) e fosforilagcdo da PLB no sitio Serl6 (Sayadi e Feig, 2013). A
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PLB constitutivamente inibe a SERCA na presenca de niveis subméximos de Ca*"
mas a fosforilagdo de PLB substitui esta inibicdo (Sayadi e Feig, 2013), e entdo a
atividade de SERCA aumenta durante o exercicio. O mesmo grupo néo alterou os
niveis de NCX (figura 11E) e pode-ser considerar que o treinamento continuo favorece
a recaptacdo pelo RS, prevenindo a extrusdo do Ca** pelo sarcolema. O aumento nos
niveis de NCX (figura 11E) em repouso apos treinamento fracionado sugere que
fracbes diarias de exercicio estimulam o fluxo de Ca** através do NCX, que pode
contribuir para melhor atividade contrati em musculos envelhecidos, onde o NCX
provavelmente trabalha no modo reverso, transportando Ca®* para dentro do
sarcoplasma do musculo esquelético (Ferreira et al., 2010)

Em conclusdo, os resultados do presente estudo sugerem que o Ca*
intracelular pode ser modulado pelo treinamento com diferentes estimulos (continuo ou
fracionado), e a modulacdo do estresse oxidativo pelo treinamento continuo e
moderado parece ter um papel regulatério importante no mecanismo de contracdo

muscular de ratos idosos.

5.3 Considerac0es finais

O presente estudo demonstrou alteracbes nos parametros metabdlicos e
oxidativos em ratos idosos submetidos a uma Unica sesséo de exercicio com carga de
60% do VO2max (experimento 1). Ja esta estabelecido que musculos envelhecidos sédo
mais suscetiveis as ERO do que musculos de animais jovens (Carmeli et al., 2002;
Haak et al., 2009). O exercicio agudo aumenta a geracdo de ERO e
consequentemente causa estresse oxidativo (Pinho et al., 2006), ao mesmo tempo, o
sistema de defesa antioxidante de musculos envelhecidos se adapta com menor
eficiéncia aos estimulos de ERO. Contudo, diferentes modelos e intensidades de

exercicio provocam diferentes respostas nos niveis de estresse oxidativo, e 0sS



51

mecanismos de protecdo podem ser diferenciados. Este estudo demonstrou que a
intensidade de corrida aplicada foi suficiente para induzir danos oxidativos em animais
jovens e idosos, os marcadores metabdlicos (envolvidos com a capacidade de realizar
0 exercicio) sofreram maior alteragdo nos ratos idosos, devido a demanda metabolica
exigida durante o exercicio. Portanto, esta intensidade foi suficiente para induzir
esforco fisico e nivel de estresse oxidativo moderado para os animais idosos.

A partir desta informacdo, na segunda parte deste trabalho (experimento II)
utilizou-se a intensidade de 60% do VO,max€m corridas continuas e fracionadas, com o
propésito de induzir adaptacdes redox musculares capazes de interferir nos
mecanismos contrateis de ratos idosos. Foi demonstrado que o treinamento Continuo
ou Fracionado modula diferentemente o transporte do Ca®" intramuscular, e que
somente o treinamento continuo e moderado parece ter um papel regulatério nos
mecanismos envolvidos na contracdo muscular induzida pelo Ca?* através da
modulacéo redox. O estresse oxidativo e a homeostase do Ca?* estdo intimamente
relacionados e podem afetar o processo de envelhecimento muscular (Capel et al.,
2005). O Ca*" entra na célula através de varios canais, bombas e translocadores,
contudo, sob condi¢cdes de estresse, como 0 estresse oxidativo, as proteinas que
transportam o Ca?* podem ser inibidas ou mesmo danificadas. Parece que estas
proteinas podem ser inibidas por oxidacdo dos grupos SH dos seus residuos de
cisteina ou diretamente por ataque oxidante durante o envelhecimento (Matsunaga et
al., 2003; Andersson et al., 2011). Em contrapartida, o exercicio fisico continuo foi habil
para reduzir o dano oxidativo em ratos idosos.

Finalmente, € possivel que a carga imposta aos animais (60% do VO3nax) tenha
gerado niveis de estresse oxidativo de grau moderado, pois o dano ocorrido foi
semelhante em animais jovens e idosos, apesar da maior demanda energética para os

idosos (experimento 1). E posteriormente (no experimento II), esta exposicdo continua
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e diaria (6 semanas) aos niveis de estresse oxidativo moderado, possivelmente
desencadeou um efeito hormético no muasculo esquelético dos animais idosos,
promovendo maior resisténcia e preservacao da célula. Com a observacao dos dados
analisados no presente estudo, pode-se concluir que diferentes programas de
exercicio com a mesma intensidade provocam respostas, em partes distintas, que por
sua vez podem afetar a atividade contrétil durante o processo de envelhecimento em
musculos de ratos idosos. Todavia, sdo necessarios estudos mais profundos sobre o
real efeito hormético induzido pelo exercicio, uma vez que este efeito € dependente
das especificidades do treinamento fisico (intensidade, duracao e tipo de exercicio).

No presente estudo, tomamos cuidado especial quanto a prescricdo do
protocolo de treinamento. Entretanto observamos algumas limitacdes quanto ao
protocolo de treinamento continuo e fracionado com cargas constantes durante as seis
semanas. Sendo assim, este estudo serve como salto inicial para que novos estudos
sejam realizados com programas de treinamento com carga incremental e teste de
capacidade aerdbia, além disso, comparando os dois modelos de treinamento com

intensidades distintas.
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6 CONCLUSAO
Os resultados reportados neste experimento demonstraram que O
aumento nos marcadores de estresse oxidativo € mais evidente no gastrocnémio de
ambos, ratos jovens e idosos, e isso pode estar relacionado a intensidade do exercicio.
Contudo, os marcadores metabdlicos mostraram maior susceptibilidade a intensidade
do exercicio em musculos envelhecidos. Adicionalmente, os resultados também
sugerem que o Ca®" intracelular pode ser modulado pelo treinamento com diferentes
estimulos (continuo ou fracionado), e a modulacdo do estresse oxidativo pelo
treinamento continuo e moderado parece ter um papel regulatério importante no
mecanismo de contragdo muscular de ratos idosos.
Portanto, concluimos que somente o metabolismo energético de ratos velhos foi
mais suscetivel a intensidade do exercicio em relagdo aos ratos jovens e que 0O
treinamento continuo e moderado parece modular 0 mecanismo de contracao
muscular de ratos idosos, possivelmente através da regulacdo do estresse oxidativo,

diferentemente do treinamento fracionado.
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