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RESUMO

PAIXAO, N. A. da. Adaptacdes morfofuncionais do musculo esquelético em
camundongos com diferentes faixas etarias: efeito do treinamento fisico na
regeneracdo muscular. Ano. 2016. 98f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Escola de Educacéo Fisica e Esporte, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo. 2016.

O envelhecimento é caracterizado por diversas alteracbes no organismo, as quais
acarretam em fragilidade, maior susceptibilidade a quedas, perda de autonomia e
piora da qualidade de vida. O muasculo esquelético também ¢é afetado pelo
envelhecimento, levando a alteragbes na locomogdo, adaptacdo metabdlica e em
sua plasticidade. AlteracGes na plasticidade - prejudicam a capacidade regenerativa
do musculo esquelético, desencadeando modificacdes em todos os estagios desse
processo. Uma estratégia que tem sido bastante utilizada para minimizar/reverter o
impacto do envelhecimento na fungéo e plasticidade muscular é o treinamento fisico
aerobico (TFA), o qual promove diversos beneficios a musculatura esquelética.
Dessa forma, na presente dissertacdo investigamos a contribuicdo do TFA de 4
semanas em esteira rolante na capacidade regenerativa do musculo tibial anterior de
camundongos jovens e idosos apés lesdo mecéanica. A capacidade regenerativa foi
avaliada por métodos histoldgicos e de imunofluorescéncia em tecido aos 2, 4 e 15
dias apos a inducéo da lesdo mecanica. Os niveis de RNAm de fatores relacionados
a resposta regenerativa muscular foram avaliados por PCR em tempo real. Para
confirmar a eficacia do TFA e fungdo muscular, avaliamos a capacidade aerobica, a
deambulacéo e a producao de forgca ex vivo. Observou-se que o TFA melhorou a
funcdo muscular e a capacidade aerobica dos animais jovens e idosos. No que diz
respeito ao processo de regeneracdo muscular, os resultados obtidos sugerem,
aumento da area necrotica, da inflamacgéo, da deposicdo de colageno e reducdo da
area de seccéo transversa das fibras nos animais idosos sedentarios ao longo do
curso temporal estudado. Adicionalmente, observou-se reducdo na expressao de
genes envolvidos na ativacdo de células satélites e atraso no processo de
diferenciacdo dessas células nesses animais. OTFA contribuiu para a reducédo da
area necrgética, da inflamacdo, levando a menor deposi¢édo de colageno e aumento
da distribuicdo das fibras centro nucleadas nos animais idosos. No entanto, ndo se

observou modificacbes na expressdo dos genes com o TFA nesses animais.
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Portanto, os dados sugerem que o TFA contribui para melhora do processo de

regeneracdo muscular em camundongos idosos.

Palavras-chave: regeneragdo muscular; treinamento fisico aerdbico; musculo

esquelético; envelhecimento.



ABSTRACT

PAIXAO, N. A. da. Morphological and functional adaptations in skeletal muscle
of young and old mice: effect of exercise training on muscle regeneration.
2016. 98f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Educacao Fisica e
Esporte, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo. 2016.

Aging is a biological process characterized by a progressive impairment in
physiological systems, which leads to general frailty and reduced exercise tolerance
and performance in daily living activities. Skeletal muscle is directly affected by
aging, displaying changes in locomotion, metabolic adaptation, and muscle plasticity.
Altered muscle plasticity affects muscle regeneration capacity in elderly. Aerobic
exercise training (AET) has been used as a strategy to minimize/reverse the impact
of aging on muscle function and regenerative function. Thus, we have investigated
the contribution of 4-week AET (running on the treadmill) for tibialis anterior muscle
regenerative response from mechanical injury in young and old muscle, which were
randomly assigned into untrained and trained groups. The regenerative capacity was
evaluated by histology and immunofluorescence at 2, 4 and 15 days after the
mechanical injury induction. Muscle mRNA levels of regulatory genes involved in
muscle regeneration were evaluated by real time PCR. To verify the effectiveness of
AET and muscle function, we assessed the aerobic capacity, step length in
ambulation test and ex vivo muscle force production. We observed that AE improved
muscle function and aerobic capacity of young and old mice. Regarding the muscle
regeneration process, our data suggest an increase in necrotic area, inflammation
and collagen deposition paralleled by a reduced fiber cross sectional area in
sedentary old mice. These responses were associated with changes in gene
expression suggesting reduced satellite cells activation and delayed differentiation.
AET contributed to reduction in both necrotic area and inflammation, leading to
reduced collagen deposition and increased centronucleated fibers, suggesting
improved regeneration process. However no changes were observed in mRNA levels
of genes studied after AET. Altogether, our data provide evidence for AET improved
regeneration process in muscle of old mice.

Keywords: muscle regeneration; aerobic exercise training; skeletal muscle; aging;
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1. INTRODUCAO

O musculo esquelético é responséavel pela locomocdao, respiracdo, adaptacao
metabdlica e pelo armazenamento da maior quantidade de proteinas corporais, além
de apresentar grande plasticidade e adaptabilidade as condicbes ambientais. Uma
importante caracteristica adaptativa da musculatura esquelética € a capacidade de
regenerar-se apo0s uma lesdo muscular. A extensdo das lesbes musculares pode
variar - de brandas e/ou microlesdes (observadas apds um exercicio fisico) a graves
e/ou extensas (como em entorses, laceragcdes, entre outras). Assim, 0 processo de
lesdo implica desde um simples desarranjo de sarcomeros e proteinas contrateis até
a perda da integridade na transmissdo de forca e prejuizos no acoplamento

excitacdo-contracdo (JARVINEN et al., 2005).

Em decorréncia do envelhecimento, 0 musculo esquelético vai perdendo area
e numero de fibras, o que induz ao declinio da sua capacidade em produzir forca e
resistir a fadiga, aumentando a susceptibilidade para danos/lesées no préprio tecido
muscular. Essas alteracdes contribuem para quadros de fragilidade fisica, que
culminam em menor mobilidade e aumento no nimero de quedas, sendo este um
dos principais fatores para a dependéncia na velhice (HADEY et al., 1993;
HOLLOSZY et al.,, 1995). A partir disso, o processo de regeneracdo muscular
tornou-se um tema cientifico relevante na expectativa de que intervencdes
terapéuticas pudessem melhorar a qualidade de vida de individuos idosos (CHARGE

& RUDNICKI, 2004).

O processo de regeneracdo muscular apés uma lesédo consiste nas seguintes
etapas: primeiramente, ha um periodo inflamatorio (com a migracédo de neutrofilos,

macrofagos e fibroblastos para conter o tamanho da leséo); em seguida, ha um
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periodo regenerativo (onde entram em acao células satélites e outras precursoras
miogénicas para a recuperacdo das fibras lesionadas); e, por fim, ocorre o periodo
de reparo/remodelamento muscular (com a angiogénese, a neurogénese e a
recuperacao funcional - forca, flexibilidade e resisténcia muscular). Esse processo
regenerativo pode levar dias ou meses, de acordo com a extensao da lesdo e com a

idade do individuo lesionado (CAROSIO et al., 2011).

Apesar de muitos trabalhos na literatura terem utilizado uma Unica sesséo de
exercicio fisico subméaximo ou méaximo, como forma de inducdo de lesdo branda,
seja por meio de contracdes excéntricas maximas (protocolo comumente usado em
humanos) (HORTOBAGY!I et al., 1998; NOSAKA et al., 2002; PHILIPS et al., 2003)
ou por corrida em declive (realizada tanto em animais, como em humanos)
(AKIMOTO et al., 2002; SACHECK et al., 2003), pouco se sabe sobre o possivel
efeito terapéutico do treinamento fisico aerdbico sobre o processo de regeneracao
muscular. Portanto, o objetivo dessa dissertacdo foi o de avaliar o efeito do
treinamento fisico aerdbico prévio a uma lesdo muscular e comparar as respostas

regenerativas entre camundongos jovens e id0osos.
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2.Revisao de Literatura

2.1 O processo de envelhecimento

Os avancos da medicina e da industria farmacéutica aliados a melhora nas
condicbes econdmicas e sociais de vida tém resultado no aumento da populacao
com idade superior a 60 anos no Brasil e no mundo. Segundo dados do IBGE
(2013), atualmente no Brasil ha 10 milhdes de pessoas com idade superior a 60
anos e projecdes apontam que, no ano de 2030, o Brasil terd a 62 maior populacéo
mundial de idosos em numeros absolutos. Com o aumento da expectativa de vida,
iniciativas que aumentem as chances de um envelhecimento saudavel e autbnomo

tornam-se cada vez mais importantes (MARANHAO NETO et al., 2008).

O envelhecimento pode ser caracterizado como um processo continuo
durante o qual ocorre declinio progressivo de todos os processos fisioldgicos
(NOBREGA et al., 1999). Com o envelhecimento, observamos a perda da
elasticidade da pele, quantidade de colageno e tecido adiposo subcutaneo, o que
altera a capacidade de absorcdo de choques e controle da perda de calor corporal

(HAYCLIFF, 1996).

De fato, em muitos idosos, h4 aumento nos quadros de deméncia e uma
reducdo na concentracdo e memorizacdo, que - Sao mais prevalentes para a
memoéria episddica (lembranca de eventos) do que para a memodria semantica
(conhecimento conceitual, cognicédo social) (CRAICK et al., 1990). O tecido adiposo
aumenta de 18 a 36% nas pessoas do sexo masculino e de 33% a 48% nas do sexo
feminino, principalmente na regido abdominal, o que corrobora 0 aumento da

susceptibilidade de doencas do aparelho circulatério (MATSUDO et al.,, 2000;
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HUAYLLAS et al., 2001; BRITO et al.,, 2001). Outra mudangca que ocorre com 0
envelhecimento é a diminuicdo na porcentagem de &gua, de 60% para 52%, que
acarreta em maior rigidez nos tendbes, ligamentos e cartilagens articulares

(MARTEL et al., 2006; BASSET et al., 2004).

Com a mudanca no metabolismo basal, ha notadamente uma menor
producdo de hormdnios: nos homens h&d menor testosterona circulante e ACTH, em
torno dos 60 anos, ao passo que nas mulheres, devido a menopausa, por volta dos
45 anos, ha diminuicdo de estrogeno (KANNAAN et al., 2005). Podemos observar
também a perda de massa 6ssea, densidade 6ssea e mudanca na geometria 6ssea,
num total de 1 a 3% a cada ano, levando a menor estatura, aumento na fragilidade e
quadros de osteoporose (SCHULTHEIS, 1991). No que diz respeito ao sistema
imune, ocorre a imunosenescéncia, ou seja, acontece uma reducédo tanto nas
respostas do sistema imune inato, como no do sistema imune adquirido, resultantes
da involucdo do timo e da modulacdo das populacdes leucocitérias, que tem por
consequéncia, resposta alterada contra patégenos, o que piora o combate a
infeccbes e inflamacdes (ESQUENAZI et al., 2008). Na musculatura esquelética, ha
uma acentuada perda na massa, forca e poténcia musculares com o envelhecimento

(DOHERTY, 2003).

Dentre os diversos processos fisioldgicos que se alteram com o avanco da
idade, destaca-se a diminuicdo na capacidade de execucdo das atividades de vida
diarias (AVDs), aumentando o grau de dependéncia dos idosos (INOUYE et al.,
2007). Uma das consequéncias é o aumento no nimero de quedas, que comumente
resulta em fraturas, que sdo consideradas causa frequente de dependéncia e
morbidade na terceira idade (MORELAND et al.,, 2004). Cabrera e colaboradores

(2007), em um estudo de coorte prospectivo com tempo médio de seguimento de 9
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anos, observaram que de 840 idosos estudados, 36% vieram a 6bito, sendo 8,6%

devido, exclusivamente, a quedas.

Véarios sdo os fatores que aumentam a susceptibilidade a queda no idoso,
sendo que a sarcopenia, atrofia muscular no envelhecimento, esta entre os
principais. O processo de sarcopenia estd relacionado a uma rede complexa de
fatores metabdlicos, imunoldgicos e neuro-humorais potencializados pela inatividade
fisica e disturbios nutricionais. Em geral, nessa condi¢do, a sintese de proteinas &
suprimida e suplantada pela elevacdo da degradacdo de proteinas, levando a um
guadro atréfico que é agravado pela perda progressiva de mionucleos por apoptose
muscular (CHABI et al., 2008). De fato, em um acompanhamento de individuos
idosos por um periodo de 12 anos, foi possivel identificar que a perda de forca
muscular pode variar de 20 a 30%, sendo que a area de seccao transversa (AST)
dos musculos foi responsavel por cerca de 90% dessa perda (FRONTERA et al.,
1998). A diminuicdo do numero de fibras musculares e da AST das fibras restantes
tem sido associada a degeneracdo progressiva dos neurbnios motores,
principalmente os que inervam as fibras musculares do tipo Il (FAULKNER et al.,

2007).

Com o envelhecimento, além da reducdo da massa muscular, ha diversas
alterac6es que comprometem a funcdo muscular. Uma delas refere-se a perda de
capacidade regenerativa, que parece estar envolvida com a menor ativagédo/reducao
de componentes desse processo ha ocorréncia de lesdes, contribuindo para a
sarcopenia (COLLINS et al., 2007; WANG et al.,, 2013). Nos itens a seguir, seréo
descritos o0s aspectos relacionados ao processo regenerativo da musculatura

esquelética, em condi¢cdes normais e no idoso.
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2.2 Processo regenerativo pés-lesdo muscular

Em condigdes normais, o musculo esquelético adulto é um dos tecidos que se
regenera de maneira eficaz em resposta a uma lesdo. O processo regenerativo é
caracterizado por quatro fases distintas: lesdo/degeneracdo, inflamacéao,
regeneracao e remodelamento/reparo (CRISCO et al., 1994; CAROSIO et al.,2011)

(Figura 1).
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Figura 1 - Representacdo esquematica das quatro fases interligadas da regeneracéo
muscular. Adaptado de Carosio e colaboradores (2011).

2.2.1 Lesdo muscular

Apoés a lesdo de fibras musculares, o processo de degeneracao é resultado
de rapida necrose derivada do aumento no influxo de Ca** extracelular, seguido pela
ruptura do sarcolema. O aumento no influxo de Ca?* leva & ativagdo das calpainas,

proteases neutras, associadas aos processos iniciais de degeneracao ocorridos nos
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sarcomeros musculares (ZIMOWSKA et al., 2001), promovendo o desarranjo de
proteinas miofibrilares e proteinas do citoesqueleto (SULTAN et al., 2000). Fibras
necréticas ativam uma acelerada resposta inflamatéria, caracterizada pela invasédo
sequencial de populacdes de células inflamatérias especificas no tecido muscular
(TIDBALL & WEHLING-HENRICKS, 2007). Parte dessa amplificagéo inflamatoria se
da pela liberacdo de proteinas de choque térmico do tecido necrosado, além de
microrganismos que aumentam a sintese de citocinas por meio da ativacdo de
células do sistema imune inato, via toll like receptors. Portanto, os tool like receptors

integram a resposta imunoldgica ao reparo tecidual.

Com o envelhecimento, observamos uma série de mudancas na homeostasia
muscular que aumentam a susceptibilidade a lesdes intramusculares e, também, a
lesbes de maior extenséo induzidas pelo mesmo estimulo quando individuos idosos
sdo comparados a individuos jovens. Essa perda de homeostasia muscular esta
relacionada ao aumento do sistema renina-angiotensina, com consequente aumento
dos niveis de angiotensina Il, e subsequente inducéo de genes das E3 ligases, como
a atrogin, que integra e ativa 0 sistema proteolitico ubiquitina-proteassoma,
responsavel pela protedlise muscular, que associado a menor producdo de
horménios anabolicos (insulina, IGF-1 e tireoidianos) promove um desbalanco
protéico, favorecendo a degradacdo de proteinas. (SHUKANOV et al.,, 2011;
JARVINEN et al.,, 2005). Paralelamente, as mitocondrias decaem em namero e
capacidade funcional, aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), sem a devida compensacdo das defesas antioxidantes, promovendo
acumulo de proteinas danificadas/alteradas e lesdo no DNA mitocondrial e nuclear
(RIPKISS E LANZA, 2010). Além disso, ha ainda o acumulo de proteinas indutoras

de estresse no reticulo sarcoplasmatico, aumentando a autofagia e morte celular
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programada (SANTORO et al., 2014). De fato, estudos recentes apontam uma
diminuicdo substancial nos receptores do tipo toll like receptors em mondécitos de
idosos, 0 que aumenta a susceptibilidade a infeccbes e menor resposta a
imunizag&o por vacinas, e, consequentemente, menor resposta integrada no reparo

tecidual (ESQUENAZI et al., 2012).

2.2.2 Inflamacéo muscular pos leséo

A participagdo do processo inflamatério na regeneracdo muscular € um
fendbmeno complexo e nem sempre benéfico para o tecido. Mescher e Neff (2005)
propuseram que a evolucao do sistema imunologico de mamiferos possibilita maior
defesa contra microrganismos e facilita o reparo tecidual pela remocéo de debris
celulares, no entanto, com maior prejuizo na capacidade regenerativa. Nesse
sentido, os neutréfilos sdo as primeiras células a migrarem para o local da lesao,
devido a rapida diminuicdo do seu numero, sdo indetectaveis 3-4 dias apés a lesao
(TIDBALL & VILLALTA, 2010). A mieloperoxidase (MPQO), principalmente
armazenada nos granulos azurodfilos dos neutrdfilos, tem sido frequentemente
utilizada como marcador indireto da presenca deste tipo celular (SUZUKI et al.,
1996; BRICKSON et al., 2001; KYRIAKIDES et al., 2001). Fatores liberados pelos
neutrofilos, como elevadas concentracdes de EROs e proteases, promovem a
secrecdo de citocinas proé-inflamatorias que produzem sinais quimiotaticos
responsaveis pela migracdo de mondcitos circulantes para o local da leséo
(FIELDING et al., 1993; BELCASTRO et al.,, 1996; WARREN et al., 2004). Os
macrofagos (M) sdo o tipo celular mais predominante dentro da &rea lesionada apos
48h. Varios estudos sugerem que os M desempenham um papel direto ndo somente

na remocao de debris celulares, mas também na ativacdo de células precursoras
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miogénicas, importantes na mediacdo da regeneracdao muscular (ST PIERRE &

TIDBALL, 1994).

Foi demonstrada a existéncia de duas diferentes classes de M, M; e My,
ativacao classica e alternativa, respectivamente. Essas duas classes desempenham
papéis distintos e até opostos na regeneracdo muscular, por meio da polarizacédo
dessas células em direcdo a uma atividade proé-inflamatéria ou anti-inflamatoria
(MANTOVANI et al.,, 2004). Os M; sé@o o0s primeiros a invadirem o mausculo
lesionado, auxiliando na fagocitose dos debris celulares do tecido necrosado, no
entanto, induzem grande liberacdo de citocinas proé-inflamatdrias e EROs. Estas
ultimas estdo relacionadas com o aumento no dano de sarcolema e com 0 aumento
da extensdo da lesdo (KRIPPENDORF & RILEY, 1993). Além de produzirem niveis
elevados de EROs, os M; também expressam a Oxido nitrico sintase induzida
(INOS), fundamental para elevar os niveis de NO que auxilia na eliminagcdo de
agentes patogénicos intracelulares (YACINE KHARRAZ, 2013). Inversamente, os M,
se opdem as respostas inflamatérias dos M;, promovendo a angiogénese, 0
remodelamento e reparo tecidual. Essa classe de M é dividida em trés diferentes
subclasses: My, Moy e Mo, OS My, estéo associados a estagios avangados do reparo
tecidual, decorrentes da liberacdo de citocinas anti-inflamatorias como, interleucina
(IL)-4, IL-13 e IL-10. E 0os My, e My também produzem IL-10, no entanto,
semelhante aos M;, a subclasse M,, apresenta também funcdo pro-inflamatoria,
pela liberacdo do fator de necrose tumoral (TNF)-a e da IL-1B8. (KRIPPENDORF &
RILEY, 1993; ST PIERRE & TIDBALL, 1994; TIDBALL & WEHLING-HENRICKS,
2007). Essas evidéncias sugerem que a resposta inflamatéria € um processo
coordenado por mecanismos de fina regulacdo que tem como finalidade promover

uma regeneracdo muscular eficiente.
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J& os neutréfilos senescentes sdo incapazes de permanecer vivos no local da
lesdo por tempo suficiente para desempenhar a atividade fagocitaria de maneira
eficiente porque possuem uma menor resposta a citocinas que normalmente
prolongariam sua meia-vida, promovendo apoptose prematura dessas células
(FULOP et al., 1997). Além disso, outras fun¢des estdo reduzidas nos neutrdfilos,
dentre elas a quimiotaxia, producdo de anion superéxido e resposta reduzida ao
fator estimulador de colbénias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), importante

em sua génese medular. (CRIGHTON et al., 2006).

No idoso, observamos uma aumento da inflamacéo sistémica com elevacao
de citocinas proé-inflamatérias, tais como a IL1, IL6, IL-18 e TNFa circulante
(PEREIRA, 2012), além disso, hd uma demora na polarizacdo de M e diminuicdo na
rede capilar no local da lesdo (AGARWAL et al., 2010). Assim, parte da disfuncéo
regenerativa nos idosos envolve mudancas na distribuicdo espacial de células
inflamatérias bem como na identidade dos infiltrados inflamatoérios (tipo celular e
magnitude de fluxo sanguineo local). Essas alteracdes estdo associadas a uma fase
inflamatéria persistente e, por conseguinte, a um comprometimento na sequéncia
temporal do processo regenerativo, retardando-o, o que reforca a importancia entre
o equilibrio de acfes inflamatdrias excessivas e insuficientes (DOUGLAS et al.,

2002).

2.2.3 Regeneracédo e Reparo muscular

A capacidade de regeneracdo muscular é garantida por um mecanismo
intrinseco que restaura o aparelho contratil lesionado. Assim, uma reserva de células

indiferenciadas sdo ativadas, iniciando o ciclo celular e se fundem para formar
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miotdbulos multinucleados (HAWKE & GARRY, 2001). Esse processo é seguido por
uma fase de regeneracdo das fibras musculares, formacéo do tecido cicatricial e
revascularizagcédo. Durante a fase seguinte, a fase do remodelamento/reparo, ocorre
contracao e reorganizacao do tecido cicatricial, além da recuperacdo da capacidade

funcional do musculo. (PENG & HUARD, 2004).

No envelhecimento ocorrem alteragbes nos processos envolvidos na
regeneracao muscular, tais como, menor ativacdo e numero de células satélite (CS),
reducdo dos fatores de crescimento e maior deposicdo de tecido cicatricial, com
aumento da deposicdo de tecidos ndo contratéis (tecido conjuntivo e adiposo),
prejudicando o restabelecimento da funcdo muscular (ALWAY et al.,, 2014;

THOMSON & GORDON, 2006; DEGENS, 2007).

2.3 Células satélites

As CS foram descobertas por Mauro (1961) em musculos de ra, sendo assim
designadas devido a sua localizagao satélite, entre o sarcolema e a lamina basal das
fibras musculares esqueléticas. Essas células sdo muito importantes nesse processo
de regeneracgdo, pois, uma vez que as fibras musculares adultas sdo células pos-
mitoticas incapazes de se dividir, essa habilidade de auto reparo compete as CS ou
células-tronco musculares, que se encontram em estado quiescente e
indiferenciadas. (RENAULT et al., 2000; HAWKE AND GARRY, 2001; GOETSCH et
al.,, 2003). Elas apresentam grande atividade mitoética que contribuem para a

manutencdo do musculo esquelético adulto (SCHULTZ, 1989).

O numero de CS préximas aos mionucleos sublaminares de fibras musculares

diferem em funcédo da espécie, da idade e do tipo de fibra muscular (HAWKE &
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GARRY, 2001; JEJURIKAR & KUZON, 2003; DEDKOV, 2003). Em roedores
neonatais, as CS constituem cerca de 30% de nucleos sublaminares, enquanto que
em roedores adultos o percentual dessas células decresce bruscamente,
constituindo apenas 5% da totalidade de nudcleos (SEALE & RUDNICKI, 2000;
SEALE et al., 2000; CHARGE & RUDNICKI, 2004). No musculo soleo adulto,
constituido principalmente por fibras do tipo |, ha cerca de duas a trés vezes mais
CS quando comparado aos mausculos tibial anterior (TA) ou extensor digitorium
longus (EDL), constituidos essencialmente por fibras do tipo II (CHARGE &
RUDNICKI, 2004). Por sua vez, a maior densidade de CS tem sido demonstrada em
associacdo com a proximidade de capilares e das juncdes neuromusculares
(PHILLIPS & KNIGHTON, 1990; UMNOVA & SEENE, 1991; VIERCK et al., 2000),
estruturas abundantes principalmente em fibras oxidativas (HAWKE & GARRY,

2001).

No musculo adulto, as CS encontram-se normalmente quiescentes, ou seja,
na fase GO do ciclo celular (KUSCHEL et al., 1999). O namero dessas células no
estado quiescente se mantém relativamente constante apds varios ciclos de
degeneracéao/regeneracao (JEJURIKAR & KUZON, 2003), sugerindo um mecanismo
de auto renovagao pelas proprias CS (SABOURIN & RUDNICKI, 2000; SEALE &
RUDNICKI, 2000; ASAKURA et al., 2002), também chamado de divisdo assimétrica.
No entanto, quando sujeitas a estimulos apropriados, as CS proliferam, diferenciam-
se e fundem-se, adicionando novos mionucleos as fibras musculares diferenciadas,
sendo este um papel determinante no crescimento pés-natal e na regeneracao

muscular (KUSCHEI et al., 1999; SEALE et al., 2000; ASAKURA et al., 2002).

Fatores de crescimento liberados ap6s dano muscular, como, fator de

crescimento similar a insulina-l (IGF-I), fator de crescimento tipo hepatécitos (HGF),
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fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-AA e PDGF-BB) e o fator de
crescimento fibroblastico (FGF), sdo importantes na estimulacdo das CS, sendo
parte desses fatores responsaveis por induzir a proliferacéo e inibir a diferenciacéo
celular, potencializando o recrutamento de células precursoras miogénicas
(CARLSON et al., 2001; SHEFER et al.,, 2008). Em contrapartida, os fatores de
crescimento transformadores (TGF-B), sdo conhecidos em suprimir a diferenciagéo
miogénica (ALLEN & BOXHORN, 1989). Dentre esses fatores, a miostatina
antagoniza a regeneragao muscular, limitando a proliferacéo e diferenciagao de CS.
Musculos de animais com inativacdo génica para miostatina, apés lesdo muscular,
apresentam maior capacidade regenerativa e menor conteudo de fibrose (WAGNER,

2005; JESPERSEN et al., 2006).

A descoberta de marcadores moleculares seletivos, expressos por CS, mas
nao por fibras musculares, tem contribuido para a sua caracterizacdo (CAROSIO et
al., 2011). A assinatura molecular dessas células compreende diferentes
marcadores existentes ou expressos em determinadas etapas do ciclo celular. Os
marcadores da superficie celular, como o receptor de tirosina quinase e HGF (c-
Met), as moléculas de adesao celular M-caderina, as moléculas de adesao vascular-
1 (VCAM-1) e as moléculas de adesao neural (NCAM), e os fatores de transcricédo
Pax7 e Pax3 (paired box transcription factors) sdo expressos simultaneamente em
CS quiescentes e em proliferacdo (HAWKE & GARRY, 2001). O c-Met é o receptor
para HGF, sendo este fator um potente agente mitético para as CS e importante
para a sua migracdo (CORNELISON & WOLD, 1997; SEALE & RUDNICKI, 2000). A
M-caderina, a VCAM-1 e a NCAM sdo moléculas de adesdo celular que
coletivamente parecem ter um papel importante, tanto na adesdo das CS a lamina

basal da fibra muscular, quanto na migracdo destas células em resposta a diferentes
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estimulos. J& Pax7, é um fator de transcricdo importante para a especificacdo da
populacdo de CS, pois sua inativacdo no genoma de camundongos, levou a
auséncia de CS, associada a uma deficiéncia muscular grave e letalidade (SEALE et

al., 2000).

A proliferacdo e diferenciacéo das CS séo reguladas, respectivamente, pelas
sinalizagcbes Notch e Wnt (Beta-catenina) (BRACK et al., 2008). As CS possuem
receptor Notch-1, que quando ativado por seu ligante (Delta-like 1 e/ou Jagged-1) &
clivado e migra para o nucleo onde ativa a transcricdo do gene Hes-1, um fator de
transcricdo envolvido na ativacdo do ciclo celular, e inibicdo da expressao de genes
responsaveis pela miogénese (LUO et al., 2005). A ativacdo Notch promove a
proliferacdo de progénies de CS e uma rapida expansao na populacédo de células
precursoras miogénicas (mioblastos). A inibicdo da sinalizagdo Notch, durante esta
fase, impede a expansao da populacéo de células precursoras miogénicas, e assim,
inibe a capacidade regenerativa. Em um segundo momento, a expressdo da
proteina Numb, em células-filhas advindas da divisdo assimétrica de CS, inibe a
sinalizacdo Notch e permite a transcricdo dos genes reguladores da miogénese

(MyoD ou Myf-3, Myf5, Miogenina ou Myf-1 e MRF4 ou Myf-6) (LUO et al., 2005).

Outras proteinas importantes na iniciacdo da diferenciacdo muscular
pertencem a classe Wnt (BRACK et al., 2008). Foi demonstrado que a transi¢cdo na
sinalizacdo Notch para Wnt também induz a diferenciacdo em células progenitoras
miogénicas. Essa regulacdo esta associada ao aumento da expressao de Wnt no
tecido, e a um aumento da capacidade responsiva dessas células para essa
sinalizacdo. O Crosstalk entre essas duas vias ocorre por meio da GSK3p3
(glicogénio sintase quinase), que € mantida em uma forma ativa por Notch, mas é

inibida pela sinalizacdo canbnica da Wnt (Beta-catenina). Estes resultados
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demonstram que o equilibrio temporal entre as vias Notch e Wnt, orquestra a
progressado precisa das células precursoras ao longo da linhagem miogénica, pelos

estagios de expansao proliferativa e diferenciacao celular (BRACK et al., 2008).

As CS ativas expressam os fatores de transcricdo Myf5 e MyoD e, uma vez
diferenciadas, expressam Miogenina e MRF4. CS que mantém a expressao de Pax7
e diminuem expresséo de MyoD, reconstituem o compartimento de CS, promovendo
sua auto-renovacao (ZAMMIT et al., 2006). A expressao destes fatores de regulacao
miogénica durante a ativacdo, proliferacdo e diferenciacédo das CS é analoga a que
ocorre durante a embriogénese (SEALE & RUDNICKI, 2000). As fibras regeneradas
também repetem a sequéncia de transicbes de isoformas que ocorrem no musculo
embrionario. Miotlbulos jovens expressam formas embrionarias de miosina de
cadeia pesada (eMyHC), seguido pela expressdao de MHC neonatal (nMyHC) e,
finalmente, isoformas de MHC adultas (CARLSON et al., 2001). Além disso, as fibras
recém-formadas séo basofilicas, apresentam calibre pequeno e nucleo centralizado.
Em seccgles longitudinais e em fibras isoladas, os nucleos centralizados s&o
observados em porcdes discretas ou ao longo de toda a fibra na area de
regeneragao sugerindo que durante a regeneragao a fusao celular nao é difusa, mas
focal ao local da lesdo. Apos a completa fusdo das células precursoras miogénicas,
as fibras aumentam de tamanho e os mionucleos se movem para a periferia da fibra

(CHARGE & RUDNICKI, 2004) (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema da progressdo do programa miogénico de células satélites (CS). CS
quiescentes expressam Pax7 e Myf5. Apds a ativacdo, elas aumentam a expressdo de
MyoD e se dividem para produzir um conjunto de células precursoras musculares. Progénie
de CS seguem dois destinos. Eles podem regular negativamente MyoD e se auto-renovar,
originando uma nova CS, ou se diferenciar por meio da diminuicdo da expressédo de Pax7,
Myf5 e MyoD, e aumento da expressao de MRF4 e miogenina.

As CS, apesar de serem mais diferenciadas que as células-tronco ainda
apresentam uma importante plasticidade. Experimentos in vitro mostraram a
capacidade de linhagens mioblasticas expressarem em diferentes condi¢cdes de
cultivo, marcadores caracteristicos da diferenciacdo de tecido 0sseo e adiposo
(Runx2 e PPARYy, respectivamente), com diminuicdo da expressdo de MyoD. Isto
ndo s6 mostra o seu carater plastico, mas a importancia do microambiente para a

remodelagem do tecido muscular lesionado (CHEN & GOLDHAMER, 2003).

Diferente do que se acreditava previamente, ndo apenas o pool de CS se
mostra reduzido no envelhecimento, mas também seu potencial de ativacao,
proliferagcdo e diferenciagdo (SHAVLAKADZE, 2010; CONBOY, 2003; BARANI,
2003). De fato, experimentos com parabiose demonstraram que, quando

restabelecido o mileu, as CS tém seu potencial miogénico restaurado (SAKUMA et
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al., 2008; SINHA et al., 2014). J4& Souza-Victor e colaboradores (2014) observaram
gue os dois mecanismos (reducao do pool e da ativagdo das CS) estdo envolvidos
com o menor potencial miogénico. No entanto, essas respostas - ocorrem em
momentos distintos do envelhecimento. H& inicialmente uma perda na capacidade
de ativacdo de CS. Contudo, numa fase mais avancada, denominada geriatrica, ha
uma “geroconversdo” das CS de seu estado quiescente em senescente, 0 que
levaria essas células a uma menor renovacdo de seu pool, com consequente

diminui¢do do namero e calibre das miofibras.

Embora o processo de regeneracdo muscular durante o envelhecimento seja
bem conhecido em relagdo a alteragbes na morfologia muscular, oS mecanismos
moleculares responsaveis pelo declinio na regeneracédo ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Até o momento, podemos afirmar que ha diferentes mecanismos
sendo desencadeados em paralelo, ou seja, observamos reduzida producéo de IGF-
1 e menor ativacdo da sinalizacdo de Notch, com consequente menor ativacao e
proliferacdo de CS (BUFORD et al., 2010; RYALL et al., 2008). O serum response
factor (SRF) que diminui a sua ativacdo com a idade e o desuso, tem por alvo
diferentes componentes do crescimento celular, migracdo, organizacdo de
citoesqueleto e miogénese, sua inativacao aboliu a expressao de MyoD e miogenina
em CS diferenciadas e, diminuiu, consideravelmente, a presenca de alfa actina e
MHClla em fibras musculares (SAKUMA et al., 2003 e 2008 e 2011). Por outro lado,
estudos indicam que as CS senescentes tendem a adotar um padrdo de
diferenciacdo alternativa, mostrando potencial fibrogénico e adipogénico que pode
contribuir para o aumento de tecido ndo contratil (fiborose), o que esta diretamente
relacionado ao aumento da expressao de Wnt (BRACK et al., 2007; SCHIAFFINO et

al., 2013). H& também a menor expressdo de p27°*, MyoD, FOXO-1, miogenina e
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MHC que séo fundamentais para a diferenciacdo dos mioblastos e fusdo dos
miotUbulos (DEGENS et al., 2007; LEES et al., 2006). Essas mudancas favorecem a

perda do potencial regenerativo muscular nos idosos.

Muito embora as CS sejam as principais responsaveis pelo processo
regenerativo em resposta ao dano muscular, estudos demonstraram que populacdes
celulares originalmente ndo residentes no masculo podem participar da regeneracao
desse tecido. Essas células sdo denominadas de células progenitoras miogénicas,

as quais serao abordadas a seguir.

2.4 Contribuicdo de células precursoras miogénicas na regeneracao

muscular

A contribuicdo de células-tronco ndo musculares na regeneracdo do musculo
esquelético foi descrita primeiramente por Ferrari e colaboradores (1998). Esses
autores demonstraram que células-tronco da medula Ossea obtidas de
camundongos transgénicos que expressam [(-galactosidase (B-gal), quando
transplantadas em animais que sofreram mieloablagéo, apds reconstituida a medula
0ssea, migravam para o musculo esquelético lesionado por cardiotoxina. Apos 3
semanas, haviam células do doador (B-gal’) no tecido muscular que havia sofrido
dano. A expressao de stromal derived factor 1 (SDF-1) pelo musculo esquelético
lesionado e a expressao do receptor CXCR4 na membrana das células-tronco da
medula 6ssea promovem a migracdo destas Ultimas com destino ao musculo
(MORIMOTO et al.,, 2007). Apesar das células derivadas da medula Ossea
contribuirem bem menos que as CS no processo regenerativo, esses resultados

geraram grande interesse quanto a novas estratégias terapéuticas.
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O papel fisiolégico dessa migracdo também foi demonstrado em resposta ao
exercicio excéntrico. LaBarge e Blau (2002) demonstraram que células-tronco da
medula 6ssea de animais GFP (Green fluorescent protein) transplantadas em
animais imunodeficientes, ap0s exercicio fisico excéntrico, constituiam cerca de
3,5% dos mionGcleos (GFP') e, apresentavam caracteristicas morfoldgicas e
moleculares de CS. Nesse estudo ficou confirmado a contribuicdo das células-tronco

da medula 6ssea na renovacao da populacdo de CS.

Ap6s esses estudos, diferentes populagdes celulares originalmente néao
residentes no musculo vém sendo caracterizadas. Essas populagdes residem no
musculo esquelético ou podem ser recrutadas de compartimentos ndo musculares
em resposta a injuria e regeneragao. As SP (side population), caracterizadas pela
expressdo de Sca ™" e CD45"°", constituem uma populacdo de células progenitoras
residentes nos tecidos adultos (medula 6ssea; musculo esquelético). Estas células
aumentam em numero ap0s a lesdo e participam na regeneracdo muscular
(MEESON et al., 2004). MDSC (muscle-derived stem cells) séo outra populagao de
células tronco com potencial miogénico isoladas do musculo esquelético adulto
expressando os marcadores Sca’ e CD34. Progenitores associados a vasos
derivados da aorta dorsal também apresentam potencial miogénico e participam da
regeneracdo muscular. As MDSCs residentes no muasculo estdo intimamente
associadas a maculatura, especificamente aos capilares ao redor da fibra, apesar de
também serem encontradas sob a lamina basal das fibras musculares, um sitio
preferencial das CS. Tanto as células endoteliais como 60% das MDSCs séao
CD34"Scal” sugerindo serem subpopulacbes de células endoteliais. Essas células

se diferenciariam tanto em células do endotélio vascular quanto em fibras do
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musculo esquelético apds implantadas no musculo esquelético (PENG & HUARD,

2004).

Até o momento, ndo se sabe ao certo o que ocorre com o pool e a migracao
dessas células no que tange a regeneracao no envelhecimento. Contudo, como este
€ um processo degenerativo, podemos supor que haja diminuicdo no contelddo
dessas células e de sua contribuicAo para a regeneracdo muscular no

envelhecimento.

2.5 Treinamento fisico e regeneracdo muscular do jovem ao idoso

A pratica regular de exercicios fisicos traz muitos beneficios para a saude,
promovendo muitas adaptacfes sistémicas e localizadas no organismo. O
treinamento de predominancia aerébica, caracterizado por atividades de longa
duracdo de baixa a média intensidade, proporciona melhorias na funcéo
cardiovascular, no metabolismo e trofismo muscular, aumentando a tolerancia a
realizacdo de esforcos fisicos (HOOD & SALEEM, 2007; HOOD, 2009; CUNHA et
al., 2012). A melhora da aptiddo aerdbica é resultado de maior oferta de oxigénio
aos tecidos e de sua utilizacdo mais eficaz pelos musculos exercitados que
apresentam maior numero de capilares por fibra muscular, bem como maior
densidade e atividade mitocondrial, sendo de grande valia ndo so para atletas, bem
como para a melhora na saude e qualidade de vida da populacdo em geral

(ADHIHETTY et al., 2003).

O aumento da capacidade fisica apO0s periodo de treinamento esta

relacionado a varias adaptacdes estruturais e funcionais da musculatura esquelética,
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tais como, aumento da densidade mitocondrial, da atividade de enzimas oxidativas,
da modulacdo da distribuicAo dos tipos de fibras, aumento da capilarizacao
muscular, diminuicdo da oxidacdo de proteinas, aumento na producdo de IGF-1 que
estimula a sintese proteica e diminuicdo na expressado de citocinas pré-inflamatorias
gue sao grandes fontes de producdo de EROs (BASSEL-DUBY & OLSON, 2006;
SHEFER & BENAYAHU, 2012). Portanto, o treinamento fisico aerdbico (TFA) gera

uma grande cascata de adapta¢des que modulam o fenétipo das fibras musculares.

Algumas adaptacbes inerentes ao exercicio fisico sdo observadas
independentemente da idade dos individuos. Em estudo de Zampieri e
colaboradores (2014), onde analisaram musculos de idosos esportistas (70 anos),
observou-se que estes individuos apresentaram uma maior forca isométrica, uma
melhor preservagédo da morfologia da fibra muscular e na ultraestrutura de organelas
intracelulares responsaveis pela producdo de ATP e acoplamento de Ca*, além de
baixa expresséo de genes relacionados a autofagia e producédo de EROs quando

comparados a idosos sedentarios.

Além disso, o TFA traz outros beneficios para idosos, tais como, a diminui¢ao
da inflamacéo, a reducao no risco de desenvolver doencas, e melhora cognitiva. De
fato, o TFA apresenta-se como, uma abordagem ndo medicamentosa eficiente para
melhorar e manter as fun¢gdes cognitivas em idosos saudaveis e pacientes com
transtorno cognitivo leve (BHERER, 2013). Os mecanismos responsaveis pelos
efeitos anti-inflamatérios do TFA no idoso ndo estdo totalmente esclarecidos, mas
podem estar ligados a mudancgas no fen6tipo de mondcitos, melhora na producéo e
liberacdo de citocinas anti-inflamatdérias (IL4, IL10 e IL13), e com a diminuicdo de
citocinas proé-inflamatérias (IL6 e TNFa) (MOTA, 2009; BOMBARDA, 2009; HUANG,

2013). Sendo assim, a pratica regular de exercicio fisico torna-se uma boa estratégia
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para atenuar a piora na funcéo e estrutura de diferentes 6rgéos e sistemas advindos

com o envelhecimento.

JA no que diz respeito, as adaptacbes regenerativas na musculatura
esquelética frente ao TFA, os primeiros trabalhos datam do inicio deste século.
Inicialmente foi demonstrado que: seis meses de exercicio voluntario regular foram
capazes de promover a incorporacdo de ceélulas progenitoras hematopoiéticas ao
nicho de CS (LA BARGE & BLAU, 2002). O exercicio forcado de corrida em declive
(com maior componente excéntrico que promove microlesdo) durante uma ou quatro
semanas também promoveu uma incorporacdo ainda maior de tais células
(PALERMO et al. 2005). Mais recentemente, pela primeira vez, células progenitoras
ndo hematopoiéticas (Scal*CD45) foram identificadas na musculatura esquelética
logo ap6s uma sesséo (exercicio agudo) de corrida em declive na musculatura de
camundongos (VALERO et al. 2012). Além disso, esses autores demonstraram que
essa migracao € dependente da integrina a7B1. Ainda com relagédo a essa integrina,
foi demonstrado que ela aumenta a hipertrofia da fibra muscular tanto nas horas que
se seguem a uma sessao de exercicio excéntrico quanto apds quatro semanas de

treinamento de corrida em declive (LUEBER et al 2011).

No envelhecimento, o TFA teria um papel importante no restabelecimento dos
fatores de crescimento que contribuem para a ativacdo das CS. Além disso,
auxiliaria na reorganizacdo dos componentes envolvidos nesse processo de
regeneracdo. Dessa forma, nossa hipétese é a de que o TFA moderado controlado e
regular acarretara numa melhora da resposta regenerativa em camundongos jovens

e idosos.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Estudar a contribuicdo do TFA na capacidade regenerativa do masculo TA de

camundongos jovens e durante o envelhecimento apos lesdo mecanica.

3.2 Especificos

3.2.1 - Avaliar em camundongos jovens e idosos, sedentarios e treinados:

a eficacia do TFA, por meio de teste maximo escalonado em esteira

rolante;
e 0 comprimento da passada em teste de deambulacgao;
e 0 acompanhamento ponderal da massa corporal;
e funcdo contrétil ex vivo do musculo EDL;

e AST das fibras dos musculos TA e EDL pela marcagéo de laminina, por

meio de imunofluorescéncia;

3.2.2 - Avaliar em camundongos jovens e idosos, sedentarios e treinados,
durante o curso temporal regenerativo ap0s o protocolo de lesdo mecéanica no

musculo TA:

e a caracteristica da extensdo da lesdo muscular e fase do processo

regenerativo (identificacdo de infiltrados inflamatdérios, presenca de fibras
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basofilicas e de ndcleos centralizados), por meio da coloracdo com

hematoxilina-eosina;

o percentual de fibras necréticas pela marcagdo com IgG reativo, por

meio de imunofluorescéncia;

a area de seccdo transversa das fibras musculares integras e em
regeneracdo (identificacdo de nucleos centralizados), por meio da

imunofluorescéncia para laminina e Hoechst ;
o contetdo de colageno por meio da coloracéo Picrosirius Red;

a expressao génica de fatores envolvidos na regulagcdo miogénica (Pax7,
Myf5, MyoD, Miogenina, MRF4, SRF e Miostatina), por meio de reacao

em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real;
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4. Materiais e Métodos

4.1 Amostra

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6J na faixa etaria
compreendida entre quatro e vinte e trés meses, onde os camundongos do grupo
jovem foram estudados aos quatro meses de idade e o grupo idoso foi estudado aos
vinte e dois meses de idade. Os camundongos foram mantidos no biotério da Escola
de Educacéo Fisica e Esporte da Universidade de Séo Paulo (EEFE-USP), com
temperatura controlada entre 22 e 25°C, em ciclo claro-escuro invertido em 12:12
horas, com inicio do periodo escuro as 7 horas da manha e inicio do periodo claro
as 19 horas, no total de 5 animais por caixa. Agua e comida foram administradas ad
libitum. Ap6s o periodo experimental conforme descrito na Figura 3, 0os animais
foram mortos por meio de deslocamento cervical, os tecidos de interesse foram
adequadamente coletados e armazenados conforme as analises que foram
avaliadas. Em cada procedimento utilizamos um namero amostral entre 5 e 8
animais. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com principios

internacionais de ética em pesquisa animal (COBEA, www.cobea.org.br)?. O referido

projeto de pesquisa obteve aprovacdo pelo Comité de Etica para uso de animais de

experimentacédo da EEFEUSP (CEUA 2014/03).

! Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, www.cobea.org.br)


http://www.cobea.org.br)/
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Figura 3 - Desenho experimental.

4.2 Avaliacéo da capacidade fisica

A tolerancia ao esforco foi avaliada por meio de teste progressivo até a
exaustdo, em protocolo escalonado em esteira rolante com velocidade inicial de
6m/min (sem inclinacdo) e incrementos na velocidade de 3 m/min a cada trés
minutos até a exaustdo do animal (FERREIRA et al., 2007). Este teste foi realizado
antes e apos o periodo experimental referente a fase do TFA. Os resultados serdo

apresentados pela distancia maxima percorrida, em metros.

O teste de deambulagcdo avalia a funcdo e coordenacdo motora das patas
traseiras dos animais, que foram colocadas em contato com tinta preta ndo toxica.
Em seguida, os animais foram posicionados dentro de uma caixa retangular de
madeira (sem teto e forrada com papel sulfite branco) para caminharem.
Posteriormente, o comprimento das passadas foi medido e corrigido pelo

comprimento naso-anal dos animais (Figura 4) (KENNEL et al.,1996).
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Figura 4 - Teste de deambulacéo.

4.3 Treinamento fisico aerdbico

O TFA foi realizado em intensidade moderada com predominio de
metabolismo aerdbio, conforme padronizado anteriormente em nosso laboratério
(FERREIRA et al., 2007). Mais especificamente, realizamos quatro semanas de
treinamento fisico em esteira rolante, sessGes de exercicio com duracdo de 60
minutos, 5 vezes por semana a 60% da velocidade maxima atingida no teste de
exercicio fisico progressivo até a exaustdo, que corresponde a intensidade da

maxima fase estavel do lactato sanguineo.

4.4 Protocolo da funcéo contratil ex vivo do musculo esquelético
4.4.1 Preparacédo do musculo e fixacdo no banho de 6rgaos

O musculo destinado a analise funcional ex vivo (EDL) foi cuidadosamente

dissecado e suas duas extremidades (tenddes) foram amarradas com linha cirdrgica
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e montadas em um banho de érgaos (AVSprojeto, Sao Paulo, Brasil) para a anélise
da funcdo contratil ex vivo. A extremidade distal foi fixada num gancho fixo de uma
cuba de vidro (25mL), contendo solugcdo de Krebs aerada com solugao carbogénica
(95% de O, e 5% de CO,), e a extremidade proximal foi fixada a um transdutor de
forca isométrica (TIM-200; 0-200g), conectado a um sistema computadorizado para
aquisicdo e registro das propriedades contrateis do musculo (AVSprojetos, Séo

Paulo, Brasil).

A solucdo de Krebs teve a composicdo de 137mM de NaCl, 5mM de KClI,
2mM de CaCl,.2H,0, 1mM de MgSOy, 24mM de NaHCO3; e 11mM de glicose, o pH
foi ajustado para 7,4, semelhante ao do plasma sanguineo (WOOTEN, 2003), a qual
foi preparada no dia do experimento para evitar a proliferacdo de microorganismos e
a formacdo de precipitados de fosfatos de calcio. A temperatura permaneceu
controlada em 25°C para evitar concentracfes de EROs devido a altas temperaturas
(EDWARDS et al.,2007). A solucdo carbogénica serviu de aporte de oxigénio ao

musculo durante o experimento e agente de tamponamento de solucéo.

4.4.2 Sistema de estimulacao elétrica e registro da forca muscular isométrica

Os mausculos foram estimulados eletricamente, por eletrodos inseridos na
cuba, para que ocorresse a contracdo sem alteracdo do comprimento do musculo
(contracdo isométrica), utilizando-se um estimulador elétrico (AVS-100) e um
amplificador (AECADO4F), controlado por um sistema computadorizado, para gerar
pulsos de estimulos elétricos de acordo com os protocolos desejados. O software
AQCAD (AVSprojetos, S&o Paulo, Brasil) foi utilizado para o controle da

estimulacao, o registro e a analise das tensées geradas pelo musculo.
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Estudos prévios do laboratério caracterizaram para o sistema e muasculo, 0s
parametros de estimulacdo elétrica capazes de mimetizar os padrées de ativacdo
muscular in vivo (pulsos elétricos com 0,2ms de duracdo e 60V de intensidade)
(GUIMARAES, 2015). Para que todos os musculos fossem avaliados a partir de uma
mesma condic¢ao inicial, foi definido o comprimento muscular inicial capaz de gerar a
maior for¢ca de contragdo isométrica. Para tal, o musculo foi estimulado e estirado
(0,5mm) a cada intervalo de 2 min, até atingir a forca maxima de contracdo. Este
comprimento foi mantido ao longo de todos os protocolos, sendo trocada apenas a
solucdo de Krebs apds o término dos mesmos e deixado um intervalo de 10min de

estabilizagao.

As tensdes absolutas aos estimulos foram corrigidas pelo valor da AST do
musculo, resultando no valor da forca especifica. A AST foi calculada pela seguinte
formula: AST = massa do musculo (g) /[comprimento 6timo das fibras musculares
(obtido pelo produto do comprimento 6timo do musculo e 0,44 para o EDL) X
densidade do musculo esquelético (valor assumido de 1,06mg/mm?)] (ENG et al.,

2008).

4.4.3 Protocolo de avaliacéao curva forca X frequéncia

Neste protocolo, o EDL foi avaliado em sua capacidade de gerar for¢ca sendo
submetido a estimulos de 60V em 0,2ms a cada 3min em progressao nos valores de

frequéncia (1, 10, 20, 30, 50, 80, 100 e 150Hz) e com trens de pulso de 350ms.
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4.4.4 Protocolo de inducgédo a fadiga

Neste protocolo, o EDL foi avaliado em sua capacidade de resistir a fadiga
sendo submetido a estimulos de 60V durante 0,2ms a uma alta frequéncia de 150Hz

a cada 5s, durante um periodo de 4min e 30s.

4.5 Protocolo de leséo por perfuracdes no musculo tibial anterior

Para a realizacdo do protocolo de lesdo muscular, inicialmente os animais
foram anestesiados com anestésico volatil e a pele que recobre o muasculo TA
(direito e esquerdo) foi tricotomizada e limpa, a lesédo tecidual foi induzida pela
incisdo de agulha estéril (22 G) por dez vezes, proximo da regido do ventre
muscular, numa profundidade de 0,9mm (Figura 5). Em seguida, a regido foi
higienizada com alcool iodado e o animal colocado em observacdo. As analises
foram realizadas nos diferentes tempos: 2, 4 e 15 dias ap0s a lesdo muscular, sendo
esse curso temporal proposto em estudo piloto conforme demonstrado na sec¢éo de
anexos. E importante mencionar que a escolha desse protocolo de lesdo muscular
foi devido a necessidade de um modelo de lesdo muscular menos extenso, pois
minimiza a variabilidade da resposta regenerativa devido a caracteristica da

intervencdo ser menos invasiva (ex. inciséo na pele).
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Figura 5 - Localizacdo do musculo tibial anterior em roedores (A). Localizacdo das 10
perfuracdes com agulha no musculo tibial anterior (B). Profundidade utilizada como padréo
para as perfuracdes com a agulha 22G (C).

4.6 Andlises histoldgicas

Os musculos foram emblocados em Tissue-Tek® (Sakura, EUA), congelados
em isopentano, em seguida em nitrogénio liquido, e posteriormente armazenados
em freezer -80°C. Os tecidos foram seccionados transversalmente em criostato
(Leica CM1850, Leica Microsystems, Alemanha) na espessura de 8 uym. A seguir,
uma breve descricdo das diferentes técnicas de coloracdes e imagens ilustrativas

das coloragdes deste projeto.

4.6.1 Coloracao com Hematoxilina-Eosina.

Apods 10 minutos em temperatura ambiente, apos os cortes serem fixados
em paraformaldeido (Sigma-Aldrich, HT501128, Brasil) 4%, as laminas passaram
por uma bateria de coloragéo iniciada pela coloragdo por hematoxilina (15 minutos),
seguida por 6 minutos no corante eosina. Apos a desidratacdo dos cortes, as

laminas foram montadas com Entellan. A coloragéo pela hematoxilina-eosina (HE),
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corantes universais, permite analisar a morfologia das fibras musculares e dos
tecidos adjacentes, podendo-se observar a presenca de lesdo/regeneracao,
presenca e distribuicdo de tecido conjuntivo e adiposo endomisial e perimisial,
infiltrado inflamatorio, presenca de fibras basofilicas, presenca de nucleos picnéticos
e nucleos centralizados. Os nucleos das fibras adquirem uma coloracéo azulada, as
fibras musculares tornam-se réseas e o tecido conjuntivo é corado de rosa claro

(Figura 6).

Figura 6 - Coloracdo por Hematoxilina-Eosina. As setas longas indicam infiltrados
inflamatorios e os asteriscos fibras basofilicas ap6s 24h da inducéo da leséo (A). As setas
curtas indicam fibras com o nucleo centralizado 15 dias apds a lesdo mecanica (B). Imagens
adquiridas em 40x de magnificacéo.

4.6.2 Coloragcao com Picrosirius Red.

As analises foram realizadas por meio do kit EP-11-20013 (EasyPath, S&o
Paulo, Brasil) segundo orientacdes do fabricante. A coloracao por Picrosirius permite
a avaliacao do contetdo de colageno, cuja coloracéo é vermelha e contra corada por

hematoxilina (azulada) (Figura 7).
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Figura 7 - Coloragéo por picrosirius em musculo tibial anterior apés 15 dias da lesé&o por
perfuracdes. Imagens adquiridas nas magnificages de 4x (A), 20x (B) e 40x (C).

4.6.3 Imunofluorescéncia.

As seccbes foram previamente fixadas em paraformaldeido (Sigma-Aldrich,
HT501128, Brasil) 4% por 10 minutos em temperatura ambiente, permeabilizadas
em 0,2% de Triton X-100 (Bio-rad, 01-0407, EUA) e 1% albumina sérica bovina
(BSA; Amresco, E588, EUA) diluidos em PBS (Phosphate Buffer Saline; Tampéao
Fosfato Salino; Sigma-Aldrich, P4417, Brasil) por 10 minutos. O bloqueio foi feito em
10% em soro de cabra (Sigma-Aldrich, G9023, Brasil) em PBS por 45 minutos. As
laminas foram incubadas com solucao contendo os anticorpos primarios (Quadro 1)
com 1,5% de soro de cabra em PBS por 1h e 30 minutos em temperatura ambiente.
Apés a lavagem com 0,2% de Triton X-100 em PBS (3 vezes de 10 minutos cada),
os cortes foram incubados por 40 minutos em sala escura com uma solu¢cdo PBS
contendo 1,5% de soro de cabra, o anticorpo secundario fluorescente com diferentes
comprimentos de onda (Alexa Fluor®, Applied Technologies, EUA) e Hoechst
(diluicdo 1:1000, para visualizacdo dos nucleos). Apés 30 minutos de lavagem em
0,2% de Triton X-100 em PBS as laminas foram cobertas com laminulas utilizando-

se glicerol tamponado (60% Glicerol, 40% Tris-HCI 0.1M pH 9.3).
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Anticorpos

o L Marcagéao Objetivo da marcacéo
primario/secundario

Delimitacdo da fibra para

Laminina Membrana da fibra calculo da area de seccéao
transversa
IgG (Figura 8) Identificar fibras necroticas Avaliar a degeneragéo

Quadro 1- Anticorpos que foram utilizados por imunofluorescéncia.

Figura 8 - Marcacdo de fibras necréticas por imunoglobulinas reativas com a espécie
estudada (camundongos). As fibras positivas para necrose estdo marcadas em verde e sédo
indicadas nos painéis pelas setas curtas, em magnificacdo de 40x (A) e em magnificacdo de
20x (B), ap6s 2dias da inducao da lesdo. Em azul a marcacédo para nucleos por Hoechst.

4.6.4 Captura e analise das imagens

A captura das imagens obtidas pelas técnicas de coloracéo foram realizadas
em diferentes aumentos. O registro das imagens foi realizado em computador
acoplado a um microscopio de luz ou fluorescente (dependendo da coloracéo) e
conectado a um sistema fotografico (Leica Qwin, Leica Microsystems, Alemanha). A
guantificacdo da AST de fibras por marcacdo com laminina ou HE foi realizada por
meio do programa Image J. Os resultados foram expressos em pm? As demais

analises, foram atribuidos escores ou avaliacdo qualitativa.
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A fracdo de volume do colageno foi calculada pela razdo percentual da area
do tecido muscular em regeneragédo corado positivamente para as fibras colagenas
(quantidade absoluta de colageno), por Picrossirius red, e a area total do tecido em
cada regido examinada , campo a campo. Um numero de 5 a 8 campos foi

examinado entre os animais de cada grupo.
4.7 Expressao génica

A expressao dos genes de interesse de cada fase do processo de
regeneracao muscular Pax7, Myod, Miogenina, Miostatina, MRF4, SRF e Myf5 foram
avaliados por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (QRT-PCR). Para isso, foi realizado o isolamento do RNA total utilizando
RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Invitrogen, Brasil). As concentragbes e a pureza do
RNA sé&o determinadas por espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
EUA) e por gel de agarose 1% marcado com Nancy-520 (Sigma-aldrich, SP, Brasil).
A transcricdo reversa do RNA (sintese de cDNA) é realizada utilizando Revertaid™
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, EUA) seguindo as instru¢cées do
fabricante. A expressao génica é avaliada por qRT-PCR (ABI Prism 7500, Applied
Biosystems, EUA) utilizando primers especificos e Maxima® SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (Fermentas, EUA). Os resultados sdo expressos utilizando o

método de limiar comparativo de ciclos (2-*2Y) como descrito pelo produtor do

sistema.

Os primers especificos de cada gene foram desenhados de acordo com as
sequéncias disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene) utilizando a
ferramenta Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). O gene

normalizador foi determinado a partir de padronizagdes no laboratério (Quadro 2).
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PRIMER SENSE ANTI-SENSE
PAXT S'GACTCCGGATGTG 5'GAGCACTCGG
GAGAAAA3Z' CTAATCGAACS
S'’AGGAAAAGAA 5'GCAAAAAGA
Myt5 GCCCTGAAGC3' ACAGGCAGAGG3
S'AGTGAATGAG 5'GCATCTGAGTC
MyoD GCCTTCGAGAZ' GCCACTGTAZ
S'ACTCCCTTAC 5'CAGGACAGCC
MyoG GTCCATCGT3 CCACTTAAAAZ
S'ATGGTACCCT S'ATCTTGGGG
MRF4 ATCCCCTTGC3' GCAGATTTTCT3'
Miostatina S'CTGTAACCTTCC STCTTTTGGGTGCG
CAGGACCAZ' ATAATCC3'
SRF S'ATGCCCCATCCCT 5'CGCAGAAGTAGGCTT
TAAAATCS GTTCC3
o S'TGGCAAGCATGT S'GGTGATCTTCTTGCTG
Ciclofilina GGTCTTTGGGAAG3' GTCTTGCCATTC3

Quadro 2 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na
expressao génica por meio de PCR.

4.8 Andlise estatistica

Inicialmente a distribuicdo dos dados foi testada por meio do teste de Shapiro-

Wilk e a homoscedasticidade por meio do teste de Levene. Para os dados

independentes e com distribuicdo normal e variancias homogéneas, utilizamos

analises parameétricas. Conforme o desenho experimental, foi utilizado analise de

variancia (ANOVA) para um ou dois caminhos. No caso de interagao significante, foi

aplicado o teste post-hoc de Tukey ou Duncan. Para todas as analises foi adotado

como nivel de significdncia um p <0,05.
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5. Resultados/Discussao

Para o melhor entendimento dos resultados obtidos nesta dissertacao, essa
secdo foi dividida em subtdpicos. Primeiramente apresentaremos os efeitos do TFA
sobre os parametros fisiolégicos de camundongos jovens e idosos e, em seguida, 0s
efeitos do TFA sobre a regeneracao muscular desses animais. Os dados referentes
a padronizacdo de métodos como : a) inducdo da lesdo muscular, b) do curso
temporal do processo regenerativo, e ¢) do efeito de uma Unica sesséo de exercicio
aerébio na expressdo dos fatores de regulacdo miogénica estdo apresentados na

secao de anexos da dissertagao.

5.1 Efeitos do treinamento fisico aerdbico sobre a tolerancia aos

esforcos e funcdo muscular

O TFA tem sido bastante utilizado por minimizar as alteragdes decorrentes do
envelhecimento, promovendo uma melhor qualidade de vida e autonomia. Dentre os
beneficios desencadeados pelo TFA, destacam-se o aumento da capacidade
aerébica, aumento/manutencdo da massa muscular e Ossea e do equilibrio,
reduzindo a susceptibilidade as quedas. Nesse sentido, os camundongos jovens e
idosos foram submetidos a testes de exercicio progressivo escalonado até a
exaustdo em esteira rolante, pré e pos periodo de TFA, para avaliagcdo da

capacidade maxima de realizacédo de esforco fisico e a eficacia do protocolo de TFA.

Ao avaliarmos os testes realizados no periodo pré-TFA, observamos uma
diferenca significante entre os grupos idosos e 0s grupos jovens, evidenciando a
intolerancia aos esfor¢cos e menor capacidade fisica dos animais aos 22 meses de

idade. ApoOs o TFA, verificamos um aumento significante na distancia total percorrida
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nos grupos jovem e idoso, ndo havendo diferenca entre esses grupos. Esse
resultado demonstra um importante efeito do TFA moderado, em minimizar 0s
efeitos deletérios do envelhecimento,melhorando a capacidade aerébica e, dessa

forma, a toleréncia aos esforgos desses animais (Figura 9A).

Ja ao avaliarmos o delta das distancias percorridas, observamos que nédo
houve diferenca entre os animais jovens submetidos ao TFA aqueles que se
mantiveram sedentarios dos quatro aos cinco meses de idade, ou seja, ndo
perderam capacidade de corrida. No entanto, 0os animais idosos que se mantiveram
sedentarios durante o protocolo experimental apresentaram uma diminuicdo na
distancia percorrida (delta de 98,4 +25,4m). Contudo, os animais que foram
submetidos ao TFA, aumentaram a sua distancia percorrida, sendo observada um
delta maior ao avaliar os resultados dos testes desses animais (delta de 311,2

+48,0m), quando comparados aos animais jovens (delta 119,3 +45,5m) (Figura 9B).

A /3 JS(n=27)

1500- +H) = JT (n=33)

£ B 4007 ' . IS (n=17)

- 12504 3004 P |T (n=18)

o *$

E I @ 200-
g E 7 § 100
}E E % 100+
e = %A -200

Figura 9 - Distancia maxima percorrida em teste de esfor¢co realizado em animais jovens e
idosos pré e pbés o periodo de treinamento (A) e (B) Delta da distancia percorrida (pos
periodo de treinamento - pré periodo de treinamento). Os dados foram representados pela
média * erro padrdo da média. * vs. jovem sedentario pré (P < 0,05); & vs. jovem treinado
pré (P < 0,05); $ vs. jovem sedentario pés (P < 0,05); @ vs. idoso sedentario poés (P < 0,05);
§ vs. idoso treinado pré (P <0,05); % vs. jovem treinado pds; + vs. jovem sedentério (p
<0,001); # vs. jovem treinado (P <0,01); ! vs. idoso sedentario (p<0,001). Os dados foram
comparados entre 0s grupos pela analise de variancia de dois caminhos (ANOVA) seguida
de post-hoc de Tukey. JS, Jovem Sedentario; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentario; IT,
Idoso Treinado.
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Esses dados demonstram que um periodo de um més de sedentarismo em
animais jovens nao foi suficiente para modificar a capacidade fisica, porém para os
animais idosos esse periodo foi determinante para a reducdo da tolerancia aos
esforgos. Tal alteracdo estd associada as alteragbes metabdlicas e estruturais da
musculatura esquelética decorrentes do envelhecimento, tais como, menor
capacidade oxidativa, menores concentragfes plasmaticas de hormonios troficos
como o IGF, além de menor capilarizacdo e forca muscular (SCHULTEIS et al.,

2001; DOHERTY et al., 2003; KANNAAN et al., 2005).

O protocolo de TFA de quatro semanas, ao qual os animais foram
submetidos, foi eficaz em promover um aumento da distancia méaxima percorrida, da

capacidade fisica dos animais e da tolerancia fisica aos esforgos.

A reducédo da forga muscular consiste em um paramero preponderante para a
morbidade no envelhecimento, interferindo diretamente na realizacdo das AVDs e na
gualidade de vida. A deambulacdo, em roedores, tem sido considerada um
importante indicador de forca muscular, além de possibilitar a avaliacdo direta da
mobilidade e forca muscular. Na figura 10, verificamos uma reducdo tanto no
comprimento absoluto da passada (painel A) como no comprimento da passada
corrigido pelo comprimento naso-anal do camundongo (painel B) no grupo idoso
sedentario, sugerindo uma reducdo da forca muscular nesse grupo, a qual influencia
diretamente a locomocdo dos mesmos. Ja os animais idosos submetidos ao TFA
nao apresentaram diferenca dignificante quando comparados aos grupos de animais
jovens, mostrando que o TFA foi eficaz em reestabelecer a forca muscular e, assim,
a deambulacdo e mobilidade desses animais. Esse fato pode estar relacionado ao

papel homeostatico do TFA, o qual desencadeia processos intracelulares que
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reestabelecem o equilibrio dos diferentes sistemas do organismo. De fato em
animais que ndo apresentam alteracées em sua homeostase, como 0S grupos de
animais jovens, ndo foram observadas alteragbes na deambulacdo e mobilidade

pelo TFA.
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Figura 10 - Avaliacdo da fungdo muscular por deambulacdo. (A) comprimento da passada
em valores absolutos (cm) e (B) em valores normalizados pelo comprimento naso-anal.
Teste realizado em animais jovens e idosos, sedentarios e treinados apdés o periodo
experimental. Os dados estdo representados pela média * erro padrdo da média. *vs jovem
sedentario (p<0.05); & vs jovem treinado (p<0.05). Os dados foram comparados entre os
grupos pela analise de variancia de dois caminhos (ANOVA) seguida de post-hoc de
Duncan. JS, Jovem Sedentario; JT, Jovem Treinado; IS, ldoso Sedentario; IT, ldoso
Treinado.

A forca muscular apresenta correlagdo significante com o volume muscular
(MINOTTI et al.,, 1993), sendo a AST um importante preditor de forca muscular
(HARRINGTON et al., 1997). Nesse sentido, a AST dos musculos TA e EDL foram
avaliadas em todos os grupos estudados. A escolha desses musculos foi
determinada pelo fato do musculo TA ser um dos mais estudados para o
entendimento dos mecanismos de regeneracdo muscular, ja que a inducao de lesao
pode ser realizada in vivo e de maneira menos invasiva, além do fato deste ser um

musculo mais superficial (BENTZINGER et al., 2012); Ja, o EDL foi utilizado por
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apresentar um tendao proximal e um distal que possibilitam a analise da funcéo
muscular ex vivo. Na Figura 11 (painéis A e C), ndo se observam alteracdes na AST
do muasculo TA entre 0s grupos experimentais. Porém, observa-se um aumento da
AST do musculo EDL do grupo idoso treinado (Figura 11B). O resultado diferenciado
desses musculos, apesar de ambos apresentarem caracteristicas glicoliticas, pode
estar relacionado as diferentes porcentagens de fibras do tipo IIA entre esses
musculos. De fato, o EDL apresenta maior porcentagem de fibras do tipo IlIA e essas
fibras estdo mais susceptiveis a transicdo para fibras do tipo | por perda de
inervacao (motoneurdnios tipo Il) e, assim, a atrofia no processo de envelhecimento.
Ja4 o muasculo TA parece apresentar mais fibras do tipo IIX, as quais transitam

primeiramente para fibras do tipo IIA, o que pode minimizar a redugdo da AST do

grupo idoso sedentario.

Além disso, sobre o aumento na AST dos animais idosos treinados, sabe-se
gue a corrida € uma forma de exercicio aerObico continuo, o qual mobiliza,
principalmente, os membros inferiores (TYLER et al., 1998). No protocolo utilizado, o
musculo EDL foi bastante recrutado nesta atividade, uma vez que os animais devem
realizar a flexdo dorsal para absorcéo do impacto na aterrissagem apos a fase aérea
do movimento de corrida e a extensdo dos dedos para a producdo do impulso e

continuidade do movimento da corrida.
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Figura 11 - Marcacdo por imunofluorescéncia Laminina (vermelho) (A) e quantificacdo da
area de seccdao transversa de fibras nos masculos EDL e Tibial Anterior (B e C) de animais
jovens e idosos, sedentarios e treinados. Os dados foram representados pela média % erro
padrdo da média. * vs. jovem sedentario (p<0.05). Os dados foram comparados entre os
grupos pela andlise de variancia de um caminho (ANOVA) seguida de post-hoc de Duncan.
JS, Jovem Sedentério; 1S, Idoso Sedentério; IT, Idoso Treinado; AST, Area de Seccdo
Transversa; EDL, extensor digitorum longus.

Outra andlise associada a forca muscular é a avaliagdo da funcdo muscular
ex vivo. Nessa avaliacdo, o musculo é estimulado eletricamente de forma
progressiva a contrair-se, sendo a resposta a essa estimulagdo um indicativo da
producdo de forca muscular. Na Figura 12A, observa-se uma reducéo da producao
de forca no musculo EDL do grupo idoso sedentario comparado ao grupo jovem
sedentéario. Contudo, o grupo idoso treinado apresentou um aumento da producao
de forca isométrica (tensdo isométrica desenvolvida em funcédo frequéncia de
estimulacdo), corroborando os dados de deambulacdo, os quais também estéo

relacionados a forca muscular. Um outro parametro avaliado nessa analise de
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funcéo ex vivo é a fadiga muscular, a qual esta relacionada a menor capacidade de
realizacdo de esforcos continuos, a inducdo precoce do metabolismo anaerobio,
com acidose muscular acelerada, hipéxia muscular e aumento do acumulo de lactato
(MANCINI et al., 1989; HARRINGTON et al., 1997). Ao avaliar os diferentes grupos
estudados, foi verificado que o grupo idoso sedentario apresentava maior tolerancia
a fadiga em relacdo ao grupo jovem sedentario. No entanto, o grupo idoso
submetido ao TFA ndo apresentou diferenca nos valores de fadiga quando
comparado ao grupo idoso sedentario. Apesar de ndo ter sido observado efeito do
TFA sobre a fadiga muscular, o TFA de quatro semanas foi eficaz em melhorar a

producao de forca.

A funcdo muscular depende muito do estado redox do musculo, pois sua
producéo de forca depende da interacéo e organizacao das proteinas contratéis, que
sdo extremamente sensiveis a variacdo das concentracdes de EROs. O TFA
aumenta a defesa antioxidante o que permite maior equilibrio redox e melhora da
funcdo muscular (ALLEN et al. 2014; JACKSON et. al., 2011). Nesse sentido, uma
possivel explicacdo, é que o musculo do idoso tenha até uma compensacao,
entretanto eu ndo avaliei a atividade de enzimas oxidativas nesses animais, mas
poderia estar diferente - e até - aumentada. a menor intolerdncia aos esforcos
apresentada pelos animais idosos também pode estar relacionada a alteracbes em
fatores circulantes que independentemente do musculo isolado estar melhor, levam
a uma resposta geral pior. Isso acontece em doencgas cronico degenerativas em
estagio inicial, como na Insuficiéncia Cardiaca induzida por infarto do miocardio em
ratos (BECHARA et al., 2012). Os resultados inesperados com relacdo a fadiga
muscular, podem estar relacionados ao habitat, pois ha de se considerar que a

analise com o musculo isolado ex vivo tira 0 masculo de suas reais condi¢cdes no
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Figura 12 - Funcado contratil ex vivo do musculo EDL. Tens&do isométrica maxima
atingida em protocolo de for¢a vs. frequéncia muscular (A) e protocolo de inducéo a
fadiga muscular (B). Os dados estédo representados pela média + erro padrdo da
média. * vs jovem sedentario (p<0.05); ** vs jovem sedentério (p<0.01). Os dados
foram comparados entre os grupos pela analise de variancia de dois caminhos
(ANOVA) seguida de post-hoc de Duncan. JS, Jovem Sedentario; IS, ldoso
Sedentario; IT, Idoso Treinado.
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organismo, e coloca na cuba em igual condicbes para todos 0s grupos, assim
acabamos por estudar apenas a propriedade intrinseca de forca e resisténcia a
fadiga desses musculos, mas em seus mileu poderia existir menor disponibilidade de

oxigénio e outros fatores circulantes.

Nessa primeira parte verificamos que o TFA melhorou a capacidade
aerdbica, a producdo de forca estimada pelo teste de deambulacdo e aferida
diretamente no muasculo em preparacdo ex vivo, demonstrando que o TFA é
realmente uma ferramenta eficaz para minimizar as alteragdes na funcédo e
morfologia do musculo esquelético decorrentes do envelhecimento. No subtdpico a
seguir, serdo apresentados os resultados relacionados aos efeitos do TFA na

regeneracao muscular.

5.2 Efeitos do treinamento fisico aerobico na regeneracdo muscular

A regeneragcdo muscular estd associada a plasticidade do mausculo
esquelético, a qual possibilita que esse tecido se adapte a um determinado estimulo;
nesse caso, a uma lesdo. Essa adaptacdo desencadeia alguns processos, 0s quais
permitem a “reestruturacéo” da area lesionada, mantendo, na maioria dos casos, a
funcdo do tecido até mesmo auxilia na manutencdo da massa muscular, pois uma
reducdo na capacidade regenerativa do musculo lesionado leva a processos
atroficos (SEALE & RUDNICKI, 2000). Com o envelhecimento essa capacidade de
adaptacdo € reduzida, desencadeando perda de massa muscular, menor
capacidade regenerativa, menor producdo de forca, menor autonomia e maior
susceptibilidade as doencas. Como o TFA tem se mostrado eficaz ha modulacéo da
homeostase muscular, essa ferramenta foi utilizada com o objetivo de

minimizar/reverter as alteracdes relacionadas aos estagios envolvidos no processo
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de regeneracdo com o envelhecimento. Para isso, camundongos jovens (4 meses) e

idosos (22 meses) foram submetidos ao TFA por 4 semanas em esteira rolante.

Apés a realizacdo do protocolo de TFA, esses animais foram submetidos a
lesdo muscular mecéanica no musculo TA de ambas as patas, sendo uma pata
destinada a realizacdo de experimentos histoldégicos e a outra pata destinada a
experimentos que avaliaram a expressdo génica de reguladores da regeneracao
muscular. Para avaliar o desenvolvimento dos estagios do processo de regeneracao
muscular, as avaliagdes foram realizadas em um curso temporal apos a leséo: 2, 4 e
15 dias. Os resultados dos parametros morfolégicos referentes a massa corporal,
massa dos musculos TA, EDL, gastrocnémio, plantar e séleo, dimensdes cardiacas
(ventriculo esquerdo e direito) e a massa das gorduras retroperitoneal e epididimal
encontram-se na Tabelal. A excecdo da massa corporal, os demais dados foram
normalizados pelo comprimento da tibia para que fosse eliminado o efeito do
aumento do comprimento naso-anal com o avancar da idade observado em

roedores.

Na Tabela 1, observa-se um aumento da massa corporal nos grupos de
camundongos idosos quando comparados aos grupos de camundongos jovens. De
fato, as gorduras retroperitoneal e epididimal estavam aumentadas no grupo idoso
sedentéario 15 dias ap6s a lesdo mecanica quando comparados aos demais grupos.
Esses resultados corroboram os dados da literatura que mostram um aumento da
massa corporal e do tecido adiposo com o envelhecimento (CABRERA & JACOB
FILHO, 2001). O aumento desses parametros morfolégicos auxilia na protecdo do
organismo, ja que as perdas de massa 0ssea, muscular, forca, capacidade aerdbica
e equilibrio prejudicam a mobilidade e aumentam a fragilidade do individuo idoso.

Entretanto, esse resultado nao foi observado de maneira uniforme em todos os
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Tabela 1 — ParAmetros morfologicos de animais jovens e idosos apos lesdo muscular.

2 dias 4 dias 15 dias
Js JT IS IT Js JT IS IT Js JT IS IT
(n=1)  (n=9)  (n=3) (n=6) (n=6)  (n=7) (n=5) (n=6) (n=T7) (n=6) (n=6) (n=6)
Massa Corporal, g 28,2405 .N,.,ﬁp.__..upwi,w.ﬂ u&a_qﬁ.:. mm,mnnu_ . mmu&,_m .mm.ﬁcur_ .uo.qwc.m@w. . mm.mwa_m...r.mm.mwpmmm .E;E,.,,@__,.,.B_mﬁa_m@_.u
Tibial Anterior, g/mm ~ 2,1840,09 24#01 27+01 27+02° 26011 25312 234012  26+0,1 266:005  25:009 244012 24201
EDL, g/mm 048004 05+0,04 0,7+0,03% 0620,1 05:0,04 05012 06004 0620 0,61£002 05:003 06:006 0,601
Gastroenémio, g/mm 610,19 66028 654015 7,101 6,8+0,1 6,7+012 6,3+021  6,3%0,3 7,240,1 6,840,13 642018  6,540,2
Plantar, g/mm  0,87+0,05 094003 1,040,114 0901 1,0¢0,03 102£1,2 09:003  0,9:0,1 0,9+0,03 1£0,04 09008  0,9+01
Soleo, g/mm  0,45:0,02 04003 05+001 0,60 0,5:002 05+12 05003 050,03 05:003  05:0,03 05:003 050,03
VE, g/mm 4784014 484011 524024 58:02  50:013 49412 56+045 509404 513022  49:012 58027 55403
VD, g/mm 15:0,01 144003 15:001 144003 15:004 13:005 15:0,04 134005 1,3+0,07 1,3:0,07 132007  1,3x0,07
G. Retroperitoneal, g/mm 27904 524074 57+083 47:05  37:049 4712  45:068 45:07 4,29:049  4,9:037 75:149™8 48105
G. Epididimal, g/mm 1524176 23316 2624295 248:22 214234 239#12 219:257 21838 2144114 2314166 39244017 20,719

JS, Jovem Sedentario; JT, Jovem Treinado; 1S, Idoso Sedentario; IT, Idoso Treinado; VE, ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito; G, gordura; mm,
normalizado pelo comprimento da tibia. * vs. Jovem Sedentario 2dias (p<0,05); & vs. Jovem Treinado 2 dias (p<0,03); # vs. Idoso Sedentario 2dias (p<0,05);
$ vs. Idoso Treinado 2 dias (p<0,001); @ vs. Jovem Treinado 4dias (p<0,01); % vs. ldoso Sedentario 4dias (p<0,01); § vs. ldoso Treinado 4dias (p<0,001);
| vs. Jovem Sedentario 15dias (p<0,001); ? vs. Jovem Treinado 15dias (p<0,001). Média terro padrdo da média. Os dados foram comparados entre os
grupos pela analise de variancia de dois caminhos (ANOVA) seguida de post-hoc de Tukey.
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grupos de animais idosos. A massa dos musculos TA e EDL mostrou-se alterada em
diferentes pontos do curso temporal de regeneracdo nos diferentes grupos. Foi
observado um aumento na massa do TA dos animais jovens sedentérios 15 dias
apos a lesdo quando comparados ao mesmo grupo 2 dias apés a lesdo. A massa do
musculo EDL estava aumentada no grupo idoso sedentario apés 2 dias de lesdo em

relacdo aos grupos jovens nesse mesmo estagio do curso temporal.

Essas alteracbes na massa dos muasculos podem estar relacionadas ao
acumulo de edema intramuscular na &rea lesada e seus arredores, jA que o TA
sofreu lesdo mecanica e o musculo EDL esta posterior a ele. Afinal, uma das formas
de se avaliar o grau da lesé@o é a ocorréncia de edema focal no local da leséo devido
a ruptura ocorrida nas juncdées miotendineas (STEPHENS & ANDERSON, 1987,
FERNANDES et al., 2009 e 2011). A massa dos ventriculos esquerdo e direito nao
apresentou diferenca entre os grupos avaliados. Também néo foi observado efeito

do TFA nos parametros morfologicos.

Para avaliar os estagios relacionados ao processo de regeneracéao das fibras
musculares do TA nos diferentes pontos do cursos temporal apos a leséo e o efeito
do TFA, foram realizadas diferentes analises histologicas. Essas analises
apresentam um numero reduzido de animais (3 em cada grupo) devido,
principalmente, aos problemas encontrados no congelamento de alguns tecidos e
padronizacdo de determinadas coloracdes; o que prejudicou a realizacdo da
coloracdo e analise dos dados. Dessa forma, nesse momento, a descricdo dos
resultados e sua discussdo foram pautadas em andlises de caracteristicas mais
gualitativas. No entanto, para a confeccdo do manuscrito finalizaremos os
experimentos e analise dos dados, permitindo uma melhor compreensao do papel

do TFA na regeneracao.
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Figura 13 - Marcacdo de fibras necréticas por imunoglobulinas (IgG) verde (A) e (B)
guantificacdo da area necroética no musculo tibial anterior 2 dias ap6s lesdo mecanica em
animais jovens e idosos, sedentarios e treinados. Os dados foram representados pela
média + erro padrdo da média. JS, Jovem Sedentario; JT, Jovem Treinado; IS, ldoso
Sedentério; IT, ldoso Treinado

Na figura 13, observamos o processo de degeneracgéo das fibras musculares
gue ocorre logo apdés a lesdo e perdura, geralmente, por até 48 horas. Essa

degeneracdo é o resultado de uma rapida necrose derivada do aumento no influxo
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de Ca*" extracelular na fibra muscular, seguido pela ruptura do sarcolema. A
guantidade (em porcentagem) de fibras necroéticas foi observada a partir da ruptura
do sarcolema dois dias ap6s a lesdo nos diferentes grupos experimentais. Nesse
sentido, observando a figura 13A, verificamos um aumento da quantidade de fibras

necréticas no grupo idoso sedentario quando comparado ao grupo jovem sedentario.

Essa resposta pode estar relacionada a menor eficacia dos neutréfilos e
macrofagos na remocédo de debris celulares com o envelhecimento, atrasando o
processo de regeneracdo (RIPKISS & LANZA, 2010; ESQUENAZI et al., 2012). O
TFA, por sua vez, pareceu modular esse processo de maneira distinta nos diferentes
grupos, pois aumentou a quantidade de fibras necréticas no grupo jovem treinado
comparado ao jovem sedentéario; mas diminuiu a quantidade dessas fibras no grupo
idoso treinado comparado ao que se manteve sedentario. Dessa forma, os dados
sugerem, mais uma vez, o efeito homeostatico do TFA no grupo idoso, minimizando
os efeitos deletérios do envelhecimento sobre a degeneracdo muscular. Esse efeito
benéfico pode estar relacionado também ao aumento da vascularizagdo na
musculatura esquelética advinda do treinamento, aumentando o fluxo de mondcitos
para o local da lesdo e, assim permitindo a contencdo da extensdo da éarea
lesionada nos animais idosos. Entretanto, o aumento da porcentagem de fibras
necroticas no grupo jovem treinado em relacdo ao jovem sedentario, pode estar
relacionado ao aumento de metabdlitos intracelulares inerentes ao treinamento
fisico, tais como, 0 aumento da creatina quinase, superoxido desmutase, EROs e
outros aldeidos, que promoveriam maior dano ao redor da area lesionada e aumento

na area necrotica (BOFF, 2008; LIU et al., 2009; FERRARESI et al., 2012)

O processo inflamatdério ocorre quase que simultaneamente a degeneracao

muscular, se estendendo por um periodo maior e promovendo a migracéo de
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Figura 14 - Coloracdo por hematoxilina-eosina para analise de area do infiltrado inflamatorio
no musculo tibial anterior 2 (A e B) e 4 (C e D) dias ap0s lesdo mecanica em animais jovens
e idosos, sedentarios e treinados. Setas, infiltrado inflamatério. Asteriscos, fibras
basofilicas/necréticas. JS, Jovem Sedentario; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentario; IT,
Idoso Treinado.

macréfagos para a remocdo dos debris celulares (CAROSIO et al.,, 2011). Ao
observar a Figura 14, podemos notar que no Painel C houve uma maior magnitude e
permanéncia da quantidade de infiltrado inflamaté6rio no grupo idoso sedentario com
guatro dias apos a lesdo quando comparado aos demais grupos. O envelhecimento
parece postergar o reparo da area lesionada, aumentando a inflamacéo sistémica e
local. JA& o TFA parece reestabelecer e acelerar o reparo muscular nos animais
jovens e idosos, pois visualmente ha menor area com infiltrados inflamatorios e

maior quantidade de fibras centro nucleadas com pequeno calibre em ambos os

grupos treinados, contribuindo para a melhora do processo inflamatério. Essa
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melhora pode estar relacionada a uma maior ativacdo de CS e células precursoras

miogénicas para o reparo da musculatura.

Ap6s a inflamagdo inicia-se o0 processo de reparo da musculatura
esquelética. Esse processo consiste na ativacao, proliferacéo e diferenciacdo de CS
em miofibrilas, na migracdo de fibroblastos e na deposicdo de colageno na area a
ser reparada. Na Figura 15, verificamos um aumento na fracdo de colageno dos
animais idosos sedentarios apés 15 dias de lesdo em relacdo aos demais grupos
experimentais. O TFA parece reduzir a deposicdo de colageno no grupo idoso

treinado.

Em condicdes basais a fina rede de colageno intersticial fornece integridade
estrutural que auxilia na juncdo miotendinea e integridade da matriz extracelular,
facilitando o encurtamento muscular, o que se traduz na producdo de forca de
maneira eficiente. Por outro lado, com o envelhecimento ocorre uma expressao
excessiva de colageno e uma mudangca em seu tipo (para um mais rijo e menos
complacente) e, maior migracao de fibroblastos, prejudicando a producao de forca
muscular, ao passo que distintas estratégias com exercicio fisico tem demonstrado
minimizar o efeito do envelhecimento - com maior expressdo de colageno mais
complacente e melhora na transmissdo de forca muscular (ZOTZ et al., 2016;

GIANELO et al., 2016; BRAGGION et al., 2016).
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Figura 15 - Coloracdo por picrossirius red (A) e (B) analise da fragdo de colageno no
musculo tibial anterior 15 dias apés lesdo mecanica em animais jovens e idosos, sedentarios
e treinados. Os dados estéo representados pela média + erro padrdo da média. JS, Jovem
Sedentério; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentério; IT, Idoso Treinado.

De fato, ao observarmos a figura 16 (painéis B e C), podemos notar que a

AST das fibras centro nucleadas do grupo idoso sedentario esta menor em relacao

aos demais grupos, independentemente da quantidade de nucleos centralizados. Ja
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na figura 16D, observamos o efeito do TFA em ambos os grupos, melhorando a
distribuicdo das fibras em regeneracdo de acordo com sua AST. Os resultados
relacionados ao TFA apontam para a recuperac¢do da funcéo da area lesionada, pois
o colageno é um tecido cicatricial e ndo funcional interferindo diretamente na
capacidade contratil muscular. Além disso, o aumento da AST esta diretamente
relacionado ao aumento da forca muscular, evidenciando o importante papel do

reparo nesse processo.
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Figura 16 - Coloragédo por hematoxilina-eosina para andlise de area de seccao transversa
das fibras com nucleo centralizado no musculo tibial anterior 15 dias apés lesdo mecanica
em animais jovens e idosos, sedentarios e treinados (A). Area de seccdo transversa de
fibras com apenas um nicleo centralizado (B). Area de secgéo transversa de fibras com dois
ou mais nucleos centralizados (C). Histograma da area de seccéo transversa das fibras com
nacleos centralizados. Os dados estdo representados pela média + erro padrdo da média.
JS, Jovem Sedentério; JT, Jovem Treinado; IS, ldoso Sedentério; IT, ldoso Treinado.

Para verificar o papel do TFA na modulacdo da expressao de genes

envolvidos na regeneracdo muscular foram avaliados PAX7, Myf5, MyoD, MyoG,
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MRF4, SRF e miostatina de forma quantitativa, por meio de analise estatistica
ANOVA de dois caminhos com poshoc de Tukey. Na Figura 17 verificamos a
expressao desses reguladores da regeneragcdo muscular nos trés pontos do curso
temporal: 2, 4 e 15 apos a lesdo. O primeiro gene a ser avaliado foi PAX7, o qual
mostrou-se aumentado nos grupos idosos apés quatro dias de lesédo e reduzido com
15 dias apds a lesdo nesses mesmos grupos. Bentzinger e colaboradores (2012)
observaram um aumento de PAX7 3 dias apds a lesdo em camundongos jovens.
Considerando esse resultado podemos sugerir que néo verificamos alteracdo na
expressao desse gene nos grupos jovens, pois o pico de ativacédo pode ter ocorrido,
muito possivelmente, em periodo anterior ao estudado nesse trabalho. A reducédo de
PAX7 nos grupos idosos comparados aos grupos jovens pode estar relacionada a
menor renovacgao do pool de CS. O TFA ndo modulou a expresséo de PAX7, porém
observamos um aumento de Myf5 no grupo jovem treinado dois dias apoés lesédo, o

gue sugere uma maior ativacao e proliferacdo de CS nesse ponto do curso temporal.

Apoés a ativacdo e proliferacdo das CS, 0s genes responsaveis por sua
diferenciacdo sdo MyoD e MyoG. Ao avaliarmos os trés pontos do curso temporal,
observamos uma diminuicdo na expressdo desses genes nos grupos idosos em
relacdo aos jovens. Esse resultado ja era esperado pelo fato do envelhecimento
reduzir a quantidade de CS. Da mesma forma, ndo observamos efeito do TFA sobre

a expressao desses genes.

MRF4 esta associado ao processo de diferenciacdo, contribuindo para a
fusdo dos mioblastos em miotabulos. Verificamos uma reducdo de MRF4 nos grupos
idosos com 15 dias ap6s a lesdo, quando comparados ao jovem. Nao observamos

efeito do TFA na expresséo desse gene.
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Figura 17 - Expressao génica de reguladores da regeneracdo muscular 2 (A), 4 (B) e 15 (C)
dias apés a lesdo mecanica. Os dados foram apresentados pela média * erro padrdo da
média e foram comparados pela analise de varidncia ANOVA) de dois caminhos seguida de
pos hoc de Duncan. * vs. jovem sedentério pré (P < 0,05); & vs. jovem treinado pré (P <
0,05); JS, Jovem Sedentario; JT, Jovem Treinado; IS, Idoso Sedentario; IT, Idoso Treinado.

O SRF é um gene envolvido nas diferentes etapas do processo regenerativo.
Nos grupos idosos verificamos um aumento de sua expressao com 2 e 15 dias apo6s
a lesdo, sem efeito do TFA sobre os diferentes grupos, independente do ponto do
curso temporal. O que podemos observar com esses dados é que parece haver um
desequilibrio na ativacdo desses reguladores. Como 0s genes de ativacdo parecem
estar com seu pico de acdo atrasado, 0s genes responsaveis pela diferenciacéo
parecem tentar contra regular a expressao desses genes de ativacdo. O SRF, por
exemplo, poderia manter sua expressdo nos grupos idosos para minimizar a

inflamacéo prolongada. Nesse sentido, observamos que mesmo o contra regulador

desses genes, a miostatina, apresenta um comportamento inesperado, com sua
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expressdo diminuida em todos os pontos do curso temporal nos idosos em relagcéo
aos jovens, uma vez que jA hd um desequilibrio e uma menor ativacdo dos
reguladores miogénicos. Dessa forma, a partir desse desequilibrio, podemos sugerir
que o TFA esteja atuando na regulacdo de outros genes ou outros aspectos
envolvidos nesse processo. Além disso, o TFA pode ter desencadeado alteracbes

em pontos que nao foram avaliados na presente dissertagao.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, os dados da presente dissertacdo mostram que o TFA foi
eficaz em aumentar a capacidade aerébica e a forca dos animais idosos, otimizando
a funcdo muscular. Quanto aos parametros histoldgicos referentes a regeneracao
muscular pés-lesao, a analise qualitativa dos resultados sugere que o TFA exerca
um importante papel na regulagdo do processo inflamatério exarcebado observado
nos camundongos idosos. Por outro lado, o TFA parece ndo estar diretamente
associado a regulacéo génica dos marcadores miogénicos nos pontos avaliados no

curso temporal pos leséo.
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ANEXO 1

10 Perfuragoes

Figura 1- Secgdes transversais do musculo tibial anterior apds 48h da lesdo por 5 perfuragdo (A
e C) ou 10 perfuragfes. Cortes histologicos corados com hematoxilina e eosina em magnitude
de 2,5x e 20x.

5 Perfuragbes

3 meses de idade

11 meses de idade

Figura 2- Secgdes transversais do musculo tibial anterior apds 48h da lesdo por 5 perfuragéo (A
e C) ou 10 perfuragcBes em animais aos 3 meses de idade (A e B) e aos 11 meses de idade (C e
D). Cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina em magnitude de 20x.
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ANEXO 2

Figura 1 - Cortes histologicos corados com hematoxilina e Eosina em musculo tibial anterior
de camundongos aos 3 meses de idade ap6s 24h, 48h, 4, 7, 10 e 15 dias da lesdo por 10
perfuragdes. As setas longas indicam infiltrados inflamatdrios, os asteriscos fibras basofilicas
e as setas curtas indicam fibras com o ndcleo centralizado. Imagens adquiridas em 40x de

magnificacao.
ANEXO 3
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Figura 1- Expressdo génica de marcadores de regulagdo miogénica em musculo plantar de
camundongos aos 5 meses de idade imediatamente, 24 e 48h apds uma Unica sessdo de exercicio
com carga progressiva até a exaustdo. * P < 0,05 vs. 24 e 48h. Os dados foram comparados

entre os grupos pela analise de variancia de dois caminhos (ANOVA) seguida de post-hoc de
Tukey.
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Review article

Aerobic exercise training as therapy for cardiac and cancer cachexia Crocettark

Christiano Robles Rodrigues Alves, Telma Fitima da Cunha, Nathalie Alves da Paixdo, Patricia Chakur Brum *

School of Fusical Education and Sport, University of Sio Paulo, Sio Poulo, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: ) Aerobic exercise training (AET ) induces several skeletal muscle changes, improving aerobic exercise capacity and
Received 18 August 2014 health. Conversely, to the positive effects of AET, the cachexia syndrome is characterized by skeletal muscle

Accepted 25 November 2014

i wasting. Cachexiaisa multfactorial disorderassociated wi th other chronic diseases such as heart failure and can-
Available online 10 December 2014

cer. In these diseases, an overadivation of ubiquitin-proteasome and autophagy systems associated with a re-
duction in protein synthesis culminates in severe skeletal muscle wasting and, in the last instance, patient's

flt::ff:ﬁu re death. In contrast, AET may recycle and enhance many protein expression and enzyme activities, counteracting
Myopathy metabolism impairment and muscle atrophy. Therefore, the aim of the current review was to discuss the sup-
Musche wasting posed therapeutic effects of AET on skeletal muscle wasting in both cardiac and cancer cachexia.

Muscle atrophy © 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
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against cardiac ischemdta reperfusion tnjury and heart fatlure
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dehydrogenase 2 (ALDH2), 2 mitochondrial enzyme respon-
sble for the detoxthication of reacttve aldehydes, plays 2 key
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