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RESUMO

O envelhecimento populacional é um fenémeno mundial e até o ano de
2025 o Brasil terd a sexta populagdo em idosos no mundo. Uma das
ocorréncias naturais do processo de envelhecimento é a sarcopenia, uma
perda funcional dos muisculos esqueléticos. Embora os consensos
nacionais e internacionais apontem a importancia da pratica do exercicio
fisico para a promoc¢do da salde do individuo idoso, ainda existem
muitas lacunas a serem investigadas, em particular, sobre o0s
mecanismos bioquimicos e moleculares promovidos pelo exercicio no
processo de sarcopenia. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi
realizar um estudo com animais com diferentes idades de carater
experimental para analisar o efeito do exercicio sobre o envelhecimento
muscular. Para isso foram utilizados 42 ratos Wistar com 3, 18 e 24
meses de idade, divididos randomicamente e expostos a sessdes agudas
e cronicas de exercicio fisico em esteira. ApoOs as realizagdes dos
programas de exercicio os animais sofreram eutanasia e o tecido
muscular (gastrocnémio e quadriceps) foi cirurgicamente removido e
processado para analises dos parametros metabdlicos (lactato,
glicogénio, SDH, Cit-c, NRF2 e SIRT1), de estresse oxidativo
(superoxido, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, carbonilacdo
de proteinas e enzimas antioxidantes) e do metabolismo intracelular do
calcio (receptor de rianodina, fosfolamban e trocador de sédio e célcio).
Os dados obtidos nesse estudo demonstraram que o exercicio agudo com
a mesma intensidade relativa causou dano oxidativo no mesmo nivel em
ratos jovens e mais velhos, e que o treinamento continuo parece atenuar
de forma mais efetiva 0 dano oxidativo e as proteinas envolvidas no
transporte intracelular do célcio. Portanto, com base nesses resultados
concluimos que somente o metabolismo oxidativo de ratos mais velhos
foi mais suscetivel a intensidade do exercicio em relacdo aos ratos
jovens. E que o treinamento continuo e moderado modula positivamente
as protefnas que translocam o Ca®*, podendo regular o mecanismo de
contracdo muscular de ratos velhos, possivelmente através da regulacdo
do estresse oxidativo.

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



ABSTRACT

Population aging is a global phenomenon and by the year 2025, Brazil
will have the sixth in the elderly population in the world. One of the
natural occurrences of aging is sarcopenia, a loss of function of skeletal
muscles. Although national and international consensus point to the
importance of physical exercise for health promotion of the elderly,
there are still many gaps to be investigated, in particular, on the
biochemical and molecular mechanisms promoted by exercise in the
sarcopenia process. In this context, the aim was to conduct a study with
animals of different ages on an experimental basis to analyze the effect
of exercise on muscle aging. For this 42 Wistar rats were used with 3, 18
and 24 months of age, randomly divided and exposed to acute and
chronic physical exercise sessions on the treadmill. After the
achievements of exercise programs the animals were euthanized and the
muscle tissue (gastrocnemius and quadriceps) was surgically removed
and processed for analysis of metabolic parameters (lactate, glycogen,
SDH, Cyt-c, NRF2 and SIRT1), oxidative stress (superoxide |,
thiobarbituric acid reactive substances, protein carbonyls and
antioxidant enzymes) and intracellular calcium metabolism (ryanodine
receptor, phospholamban and sodium calcium exchanger). The data
obtained in this study demonstrated that acute exercise at the same
relative intensity caused oxidative damage at the same level in young
and older mice, and that continuous training seems more effectively
attenuate oxidative damage and proteins involved in intracellular
transport calcium. Therefore, based on these results we concluded that
only the oxidative metabolism of older mice were more susceptible to
the exercise intensity compared to young rats. And that continuos
moderate training positively modulates proteins that translocate Ca*"
may regulate the mechanism of muscle contraction in older rats,
possibly through the regulation of oxidative stress.

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



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
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Mammalian target of rapamycin)

MRNA — RNA mensageiro (do inglés Messenger RNA)
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inglés Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate reduced)

NADP - Nicotinamida Adenina Dinucledtido Fosfato do inglés
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate)

NCX — Trocador de Na*/Ca*" (do inglés Na*/Ca*? Exchanger)

NFkB — Fator Nuclear Kappa B (do ingles Nuclear Factor Kappa Beta)
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NO - Oxido Nitrico (do inglés Nitric Oxide)

NRF2 - Fator Nuclear Eritréide 2 relacionado ao fator 2 (do inglés
Nuclear Factor erythroid-derived 2)

PLB — Fosfolambam (do inglés Phospholamban)
PKA — Proteina Quinase A (do inglés Protein Kinase A)
RL — Radical Livre
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SIRT1 -Sirtuina tipo 1 (do inglés Sir two 1)
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SOD - Superoxido Dismutase

TBARS — Espécies Reativas ao Aquecimento do Acido Tiobarbittrico
(do inglés Thiobarbituric Acid Reactive Substances)
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1 INTRODUCAO

O musculo esquelético é um tecido pds-mitdtico composto por
fibras musculares, tipicamente oxidativas e glicoliticas, que compde
aproximadamente 40% da massa corporal. Ele é continuamente
submetido a estresse mecanico e metabolico levando a diferentes
mecanismos de adaptacdo envolvendo transcricdo genética e
remodelamento estrutural com continua producdo de Espécies Reativas
de Oxigénio e Nitrogénio (ERON). A producdo excessiva na producao
de ERO associada a uma diminui¢cdo concomitante dos sistemas de
defesa antioxidante desencadeiam um processo de estresse oxidativo,
um fenbmeno que pode provocar danos irreversiveis na célula muscular,
particularmente, sobre a atividade contratil no envelhecimento muscular
(Palomero & Jackson, 2010).  Entretanto, indmeras evidéncias
demonstraram que ERO atuam como mediadores em diversas vias de
sinalizagdo celular que controlam processos celulares fisioldgicos
(Palomero & Jackson, 2010). Da mesma forma, a presenca e eficiéncia
dos varios sistemas redutores ou antioxidantes do organismo sao
fundamentais para a integridade celular por destruir intermediarios
reativos em excesso e previnir ou reparar 0 dano resultante do estresse
oxidativo (Klandorf & Dyke, 2012). Contudo, ainda existe uma
necessidade de aprofundar os conhecimentos sobre o papel da geracéo
dessas moléculas reativas na regulacéo redox no masculo esquelético em
processo de envelhecimento durante e apo6s a atividade contratil.

Dessa forma, acredita-se que o treinamento aerdbio seja eficaz,
em partes, para amenizar o processo de envelhecimento, através do
aumento da resisténcia ao estresse oxidativo e remodelamento de
algumas proteinas que translocam o Ca®* no musculo esquelético de
ratos velhos. Para isso, buscamos inicialmente verificar o efeito agudo
de uma sessdo de corrida em ratos jovens e mais. E posteriormente,
verificar os efeitos do treinamento fisico de corrida, continuo e
fracionado, sobre o musculo esquelético envelhecido.

1.1 Biologia celular das espécies reativas de oxigénio
Os elétrons de um atomo estdo distribuidos em camadas

eletrdnicas (ou niveis de energia) especificas ao redor do ndcleo
designadas pelas letras K, L, M e N, O, P, Q com suas respectivas



15

subcamadas ou sub-niveis designados como s, p, d, f (Ferreira &
Matsubara, 1997). O termo Radical Livre (RL) refere-se ao atomo ou
molécula altamente reativo, que contém elétrons desemparelhados em
sua Ultima camada eletrbnica (Halliwell & Gutteridge, 2007). Na
mitocbndria, no reticulo sarcomplasmatico (RS), na membrana
plasmaética e no citosol da fibra muscular sdo gerados anion superéxido e
oxido nitrico (NO) como espécies principais, que modulam, em parte,
algumas respostas adaptativas no musculo esquelético apds atividade
contratil (Jackson et al., 2007). Estas moléculas também conduzem a
formacdo de varios ERON secundarios ndo radicalares, como o peréxido
de hidrogénio e peroxinitrito (Halliwell & Gutteridge, 2007).

1.2 Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante

Antioxidantes sdo estruturas ou substdncias que através de
mecanismos retardam, impedem ou removem as modificacdes
oxidativas de uma molécula-alvo (Halliwell & Gutteridge, 2007). Os
antioxidantes podem ser moléculas complexas, tais como as enzimas:
superoxidos dismutases, tioredoxinas redutase e peroxiredoxinas, ou
moléculas mais simples, como vitaminas, ti6is ndo proteicos, polifendis,
ubiquinona e outros. Eles também podem ser globalmente classificados
de acordo com a sua funcdo em: (1) sequestradores de radicais livres
(&cido ascérbico, alfa-tocoferol), (2) sequestradores de espécies reativas
ndo radicalares (catalases e peroxidases) e (3) agentes que inibem
geracdo de espécies reativas (quelantes de metais) (Nikolaids et al.,
2012). Dentro desse conjunto de antioxidantes, as enzimas antioxidantes
no muasculo esquelético incluem a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), sdo as mais amplamente
estudadas por serem as primeiras linhas de defesa contra a producédo de
ERON.

Para manter e executar fungGes vitais, as células precisam de
um balanco refinado entre a geracdo de ERON e sua respectiva remocao
(estado redox), qualquer disfuncdo do sistema antioxidante pode levar a
alteragBes no estado redox e prejudicar a fungdo celular (Powers &
Jackson, 2008). Desta forma, um aumento na gera¢éo ou diminuicéo da
capacidade do sistema de defesa pode levar ao aumento global dos
niveis intracelulares de ERO que pode romper a homeostase redox. Este
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fenémeno é conhecido como estresse oxidativo, caracterizado de acordo
Jones (2006) como uma “interrup¢do na sinalizagdo e controle redox”.

As ERON podem atacar algumas estruturas como lipideos,
proteinas, e DNA, provocando mudangas irreversiveis que
comprometem a integridade das células e suas funcdes (Halliwell &
Gutteridge, 2007). Particularmente no musculo, pode levar a perdas de
funcdo contratil, reducdo na eficiéncia contratil e protedlise
(Prochniewicz et al., 2008). Em condigdes fisioldgicas, ERON
interagem com inumeras moléculas, induzindo modificagcbes em suas
estruturas e desencadeando direta (modificacBes pos-traducionais
seguidas por translocacdo da proteina) ou indiretamente (reduzindo ou
oxidando o ambiente citosélico, o ndcleo ou matriz mitocondrial)
diversos processos celulares que transformam o microambiente celular
(nucleo, citosol e matrix mitocondrial) (Palomero & Jackson, 2010).
Dependendo do estado redox dos compartimentos celulares, algumas
reaces moleculares podem ser aprimoradas ou bloqueadas (Forman et
al., 2008; Powers & Jackson, 2008).

1.3 Producdo de ERON no musculo durante a atividade contrétil

Inimeros estudos demonstraram que a contragdo muscular
acarreta 0 aumento da producdo de ERON (Reid et al., 1992; O’Neill et
al., 1996; Pattwell et al., 2004; Vasilaki et al., 2006a). As primeiras
evidéncias surgiram na década de 80 com Davies e colaboradores
(1982), que demonstraram aumento de duas a trés vezes na concentracéo
de RL apds exercicio exaustivo. Em 1992 foi reportado a liberagéo de
superoxido pela contracdo diafragmatica (Reid et al., 1992). Em 1994,
surgiu a primeira evidéncia da producdo de NO no musculo esquelético
durante uma contragdo in vitro (Balon & Nadler, 1994). Em 1996
detectaram a producéo de radical hidroxila durante atividade contratil no
musculo esquelético (O’Neill et al., 1996). Em 2004, dados mostraram
aumento da producdo de superdxido e NO ap6s estimulo elétrico em
diferentes frequéncias (Pattwell et al., 2004). Em 2006, resultados
confirmaram aumento da lipoperoxidacdo mediada por ERO ap6s
contracdo isométrica em musculos envelhecidos (Vasilaki et al., 2006a).

Devido a alta demanda energética (~100 vezes maior que em
repouso) (Gaitanos et al., 1993), o musculo esquelético é a maior fonte
de ERON durante a atividade contratil (Powers & Jackson, 2008).
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Superdxidos podem ser gerados em varios locais subcelulares no
musculo esquelético, aumentando a producdo durante as contracBes
musculares. As mitocdndrias sdo a principal fonte de producdo de
superoxido intracelular predominantemente no complexo | e Il da
cadeia de transporte de elétrons (CTE) durante a respiragdo mitocondrial
(Powers & Jackson, 2008). Tem sido relatado que, entre 2 e 5% do total
de oxigénio consumido pela mitocondria pode sofrer redugdo parcial e
formar superdxido (Boveris & Chance, 1973). Durante a atividade
contratil, h4 aumento no consumo de ATP devido a sua utilizago pelo
processo de acoplamento das proteinas musculares. Esta situacdo faz
com que demanda intracelular de ATP estimule as mitocOndrias a
aumentar a taxa de fosforilacdo oxidativa para sintetizar mais ATP
(Palomero & Jackson, 2010). O aumento da fosforilagdo oxidativa
envolve um aumento no consumo de oxigénio intramuscular (>30 vezes)
com concomitante aumento de ~70 a 100 vezes no fluxo do Ciclo de
Krebs (Gibala et al., 1998) e aumento consequente da producdo de
superoxido. Contudo, alguns autores sugerem (Jackson et al., 2007;
Sachdev & Davies, 2007) que mitocéndrias podem ndo ser a fonte
dominante de ERON durante a atividade contrdtili no musculo
esquelético.

Alguns estudos (Xia et al., 2003; Hidalgo et al., 2006) indicam
que ha enzimas NADPH oxidase associadas ao reticulo sarcoplasmatico
e ao sarcolema do musculo esquelético. Estas enzimas sdo responsaveis
pela geracdo de superdxido, a qual parece modular a liberacédo de calcio
pelo reticulo sarcoplasmatico através oxidacdo do receptor rianodina
(Cherednichenko et al., 2004). Nos tdbulos transversos do musculo
esquelético também contém NADPH oxidase que produz superéxido
para o citosol das células do musculo esquelético (Espinosa et al.,
2006). Apds microinflamacdo induzida pelo exercicio macréfagos e
neutréfilos ativam a NADPH oxidase que em sua reacdo oxida NADPH
a NADP, utilizando neste processo 0 oxigénio como aceptor de elétrons,
formando consequentemente Superdxido que em contato com NO,
forma o peroxinitrito. Tem sido relatado que o aumento da atividade da
fosfolipase A2, decorrente do processo inflamatorio, estimula a
produgdo de ERON nos espacos intra (Nethery et al.,, 2000) e
extracelular (Zuo et al., 2004). A forma calcio-independente da
fosfolipase A2 parece estar envolvida principalmente na geracdo de
ERON em condi¢Bes basais, enquanto a forma calcio-dependente
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estimula a producdo de ERON em taxas supranormais durante as
contragcBes ou por processos inflamatorios que elevam o calcio
intracelular ap6s o exercicio (Gong et al., 2006).

Alguns estudos (Apple et al., 1991; Jackson, 2011) relataram o
papel da xantina oxidase (XO) na geracdo de superdxido no musculo
esquelético. Musculos esqueléticos de ratos contém niveis significativos
de XO. Esta enzima situa-se nas células endoteliais capilares e vasos
menores no musculo esquelético (Apple et al., 1991). O exercicio
intenso pode causar isquemia fazendo com que o ATP seja convertido
em ADP, AMP, inosina e hipoxantina (rota das purinas). Sob tais
condicdes a enzima xantina desidrogenase intracelular (XDH) é
convertida em XO, que utiliza o0 O, como aceptor de elétrons, gerando
diretamente  superdxido e peroxido de hidrogénio (H,0,),
principalmente quando o O, é reperfundio.

Para o desenvolvimento da atividade contrétil, baixos niveis de
ERON sdo requeridos para producdo normal de forga, enquanto
deplecdo de ERON em musculos ndo fadigados resulta em diminuicéo
da forca (figura 1, Reid et al., 1993). Por outro lado, uma pequena
quantidade de ERON nas fibras musculares promove melhora na forca,
enquanto altas concentracdes de ERON a producéo de forga é reduzida
de maneira dependende da quantidade de ERON (Powers & Jackson,
2008). Vasilaki e colaboradores (2006b) demonstraram que a
concentracdo de H,0O, no musculo esquelético em repouso se mantém
em torno de 10-15 uM, enquanto mudancas adaptativas no musculo
(induzidas pelo exercicio) requerem 100 uM. Estes estudos também
reportam que células musculares perdem funcionalidade quando
expostas a >1 mM de H,O, (Mcardle et al.,, 2004). Em contraste,
Prochniewicz e colaboradores (2008) reportaram que concentragGes de
até 50 mM induzem aos efeitos observados ap6s contragdes dos
componentes musculares.
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Figura 1: Envolvimento de ERON na geracédo de forca. O ponto 1 representa a
producédo de forca pelo masculo ndo fadigado exposto a antioxidantes ou um
agente redutor. O ponto 2 ilustra a forga gerada pelo musculo em seu estado
basal. O ponto 3 ilustra a for¢a produzida pelo musculo ndo fadigado exposto a
niveis baixos de oxidantes, o que representa 0 melhor estado redox para a
producéo de forca. O ponto 4 ilustra osefeitos deletérios do excesso de ERON
na forca muscular. (Adaptado de Reid et al., 1993).

1.4 Ativacdo de mecanismos de adaptacdo celular induzidos pela
atividade contréatil no misculo esquelético

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

Alguns estudos demonstraram que uma Unica sesséo de corrida
em esteira aumenta a fosforilagho do complexo kB Cinase (IKK),
aumentando a atividade do NFkB no musculo esquelético de ratos (Ji et
al., 2004; Ho et al., 2005). O treinamento fisico também pode alterar a
composicdo e atividade do NFkB. Doze semanas de corrida resultou em
fosforilacdo aumentada de IKK, sugerindo que a ativacdo do NFkB foi
elevada ap6s o treinamento (Kramer & Goodyear, 2007). Diferencas na
atividade de NFkB ap6s o treinamento podem refletir a natureza
(intensidade, duracdo e frequéncia) do exercicio realizado ou a
recuperacdo entre as séries do exercicio. Hollander e colaboradores
(2001) relataram que a proteina ativadora 1 aumentou no mdsculo
esquelético de ratos apds realizacdo de uma sesséo de exercicio de longa
duracdo (corrida). O aumento de AP-1 ocorreu simultaneamente ao
aumento na expressdo de MRNA MnSOD.

1.5 Regulacéo redox do musculo esquelético durante o envelhecimento

Durante o envelhecimento, os musculos tornam-se menores e
mais fracos de tal forma que até a idade de 70 anos a area transversal
muscular é reduzida de 25 a 30% e a forca muscular é reduzida em 30 a
40% (Haehling et al., 2010). As mudangas estruturais e funcionais que
ocorrem nos masculos durante o envelhecimento tem sido
caracterizadas, e a reducdo da forca do musculo é atribuida a uma
grande reducéo no numero total de fibras musculares e uma atrofia do
restante das fibras (Brooks & Faulkner, 1988). As causas da perda de
massa e fungdo muscular ndo sdo totalmente compreendidas, mas existe
consideravel evidencia sobre o papel de ERON na mediagéo do processo
de envelhecimento. Em condi¢cBes normais, as ERON atuam como
mediadoras em respostas adaptativas do musculo (processo de
acoplamento contratil e regulacdio da forca), mas durante o
envelhecimento essas respostas sdo severamente comprometidas
(Mcardle et al., 2001). Esta incapacidade para se adaptar as contracdes é
papel chave da disfuncdo muscular relacionada ao envelhecimento
(McArdle et al., 2004; Vasilaki et al., 2006b).
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Segundo Harmam (1956) a teoria do envelhecimento propde
que ERON produzidos a partir do metabolismo mitocondrial normal,
causam um dano progressivo a bhiomoléculas celulares (lipideos,
proteinas e DNA), resultando em uma diminuicéo de sua funcéo (figura
2, Vifia et al., 2013). Os processos subjacentes a perda de massa e
funcdo muscular relacionada a idade (também conhecida como
sarcopenia) sdo pouco elucidados. Estudos tém relatado alteragcdes em
marcadores de producdo de ERON em musculo esquelético durante o
envelhecimento (Lass et al., 1998; Vasilaki et al., 2006a) e indicam que
as mitocondrias podem ser a principal fonte na geracdo de ERON (Sanz
et al., 2006). No entanto, existem outras fontes subcelulares da geracdo
de ERON, como por exemplo, o reticulo sarcoplasmatico e o sarcolema,
que ndo tém sido estudadas em musculo esquelético durante o
envelhecimento. Muller e colaboradores (2007) utilizaram ratos
knockout para SOD e demonstraram mudangas relacionadas ao
envelhecimento acelerado da perda da massa muscular e da funcéo
esquelética. Esse estudo forneceu evidéncia direta de que o aumento do
superdxido intracelular pode causar envelhecimento da musculatura
esquelética. Musculos envelhecidos apresentam menor ndmero de
mitocdndrias, mutacbes no DNA, capacidade oxidativa e biogénese
reduzidas (figura 3, Peterson et al., 2012), jA o sarcolema apresenta
rompimento aumentando a permeabilidade da fibra muscular levando ao
influxo de célcio. Adicionalmente, com aumento do estresse oxidativo, o
RS reduz sua funcdo prejudicando também o homeostase do calcio
(Aracena-Parks et al., 2006).
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Figura 2: Teoria do Envelhecimento. ERON em excesso provocam efeitos
deletérios sobre as biomoléculas (alteragdes irreversiveis). Ao passo que quando
a exposi¢do € moderada, a tensdo provocada pode ter efeitos de sinalizagéo
benéficos sobre o envelhecimento (adaptado de Vifa et al., 2013).
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Figura 3: Mudancas no musculo esquelético decorrentes do envelhecimento.
Tanto a massa como a fungdo do musculo esquelético séo reduzidas em idosos.
Além disso, ao nivel mitocondrial, o0 nimero de mitocdndrias, a biogénese e a
capacidade oxidativa sdo reduzidos. Finalmente, o estresse oxidativo € elevado
nos musculos envelhecidos em associagdo com danos em lipidios e proteinas
celulares, e concomitante redugdo antioxidante (adaptado de Peterson et al.,
2012).

1.6 Comprometimento dos mecanismos adaptativos celulares em
musculos envelhecidos

Um processo de adaptacdo comprometido decorrente do
exercicio no musculo esquelético pode contribuir para a disfuncdo do
musculo durante o envelhecimento devido possivelmente a uma falha
nos processos de sinalizagdo redox (McArdle et al., 2004).
Adicionalmente, uma maior oxidacdo de todos os componentes da célula
ou uma oxidacdo de tidis nucleares podem impedir essas respostas
adaptativas (Palomero & Jackson, 2010). Alguns dados indicam que o
envelhecimento estd associado com a diminuicdo do potencial
antioxidante da glutationa (Jones, 2006). E ainda, dados na literatura
suportam a possibilidade de que os nlcleos do musculo de roedores e
humanos idosos sdo relativamente oxidados porque existe aumento da
oxidacdo do DNA nuclear (Sanz et al., 2006). Musculos de
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camundongos velhos sdo mais susceptiveis a oxidagdo em comparacao
a musculos de camundongos jovens, pois tem menor defesa antioxidante
e qualqguer minima exposicdo oxidante desencadeia em danos
oxidativos. Além disso, este excesso de oxidacdo pode bloguear a
ativacdo de fatores de transcrigdo e conduzir a um subsequente
comprometimento da expressdo génica de proteinas associadas a
mecanismos de defesa e adaptagdo celular (Palomero et al., 2012)
comprometendo assim a funcdo contratil e capacidade adaptativa do
musculo.

A perda relacionada a idade de massa muscular é caracterizada
por uma diminuicdo no tamanho e nimero da fibra muscular com
predominante perda de fibras do tipo Il (Carmeli et al., 2002). Devido a
capacidade prejudicada do musculo esquelético para se regenerar, a
perda de miofibrilas pode ser substituida por infiltracdo de tecido
adiposo seguido por inflamagdo (Haehling et al., 2010). Estes
mecanismos propostos para a perda de massa muscular contribuem para
a patogénese da sarcopenia (Haehling et al., 2010). Adicionalmente,
estudos tém mostrado que ha uma diminui¢do no nimero de receptores
diidropiridinicos (DHPR) resultando no aumento na quantidade de
receptores de rianodina (RYRL1) desacoplados a eles (DHPR) durante o
envelhecimento (Aracena-Parks et al., 2006). Consequentemente ocorre
perda de forca devido ao comprometimento nos mecanismos que
liberam Ca”" no reticulo sarcoplasmatico. Além disso, o aumento do
estresse oxidativo causa nitrosilacdo e oxidacdo do complexo RYR,
resultando na liberacio de Ca”" intracelular provocando rompimento na
estrutura e funcdo da mitocondria (Xia et al., 2003).

1.7 Influéncia de ERON sobre a regulacéo do calcio muscular

O receptor de rianodina 1, ¢ um canal formado por subunidades
e cada uma delas contém grupos sulfidrilas que sdo sensiveis a
modulacdo redox (Oba et al., 2000; Sun et al., 2001), ativado por
ERON ou por mudangas no ambiente redox de proteinas chave como a
glutationa (Zima & Blatter, 2006). O RYR1 é um canal que libera calcio
do reticulo sarcoplasmético e parece estar associado a atividade da
NADPH oxidase, que gera superoxido localmente, capaz de influenciar
este canal (Xia et al.,, 2003). Altos niveis de ERON aumentam a
probabilidade de abertura de canal RYR1, resultando num aumento da
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lieragdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmatico (Anzai et al., 2000;
Fabisiak et al., 2000). Altos niveis de ERON também inibem a atividade
da ATPase de Calcio do Reticulo Sarcoplasmatico (SERCA). A SERCA
é localizada na membrana do reticulo sarcoplasmatico e utiliza o ATP
para transportar Ca®* do sarcoplasma para o limen do reticulo
sarcoplasmatico (Gutierrez-Martin et al., 2004) e é regulada pela
fosforilacdo da enzima Fosfolamban (PLB), que em sua forma
desfosforilada a inibe (Periasamy & Kalyanasundaram, 2007). A
reducdo nos niveis de ERON também inibe sua fungdo por reduzir os
grupos sulfidrilas que sdo requeridos para hidrélise de ATP, no seu sitio
ativo de ligacdo ATP (Daiho & Kanazawa,1994). Esses mecanismos
ocorrem devido aos residuos tidis que essas proteinas possuem, pois sao
influenciados pelo status redox.

Outro mecanismo de extrusdo do Ca® é o Trocador de
Sodio/Célcio (NCX), localizado no sarcolema (NCX3) e nas cristas
mitocondriais, ele catalisa a troca de 3 fons de Na* por 1 fon de Ca®*
através do sarcolema. Dependendo do gradiente eletroquimico ele pode
atuar no modo reverso, promovendo entrado de Ca®*. (Huschenbett et
al., 1998; Fraysse et al., 2001). Recentemente foi demonstrado que o
NCX pode ser estimulado por ERON (Eigel et al., 2004), mas inibido
quando sdo encontrados niveis maiores de ERON (Wagner et al., 2013).
Adicionalmente, estimulagcdo do NCX por ERO quando sddio é elevado,
promove modo reverso e leva a sobrecarga de Ca** (Zima & Blatter,
2006). Essa sobrecarga pode tornar o Ca”" efetor para alteracdo de um
estado fisiol6gico comprometendo a fungdo muscular.

Ademais, estd bem estabelecido a redugdo da capacidade
homeostatica do Ca** em musculos envelhecidos. Alguns estudos
recentes demonstraram redugdo da SERCA (Russ et al., 2011) e RYR1
(Andersson et al., 2011) e alteragcfes no NCX (Mace et al., 2003) em
musculos envelhecidos, e indicam que estas alteraces contribuem para
a perda de funcdo muscular decorrente do envelhecimento.

1.8 Exercicio como intervencao
As respostas metabdlicas e moleculares para as diferentes tipos

de exercicio sdo distintas, embora os exercicios, independente de sua
natureza podem promover individualmente beneficios para a salde
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(Ozbay & Dulger, 2002; Palomero et al., 2008; Kang et al., 2009; Seene
& Kaasik, 2012).

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

Existem evidéncias de que a presenga continua de pequenos
estimulos, que provocam elevagBes minimas nas concentragdes de
ERON, sdo capazes para induzir a expressdo de enzimas antioxidantes e
outros mecanismos de defesa (Ji, 2008). A base deste fendmeno pode ser
explicada pelo conceito de hormese, onde a adaptacdo ao exercicio
aerébio ocorre por meio de estimulos que expdem a célula a baixas
doses de oxidantes, mas sendo inibida por altas doses do mesmo (Zoppi,
2005; Ji et al., 2006). Neste contexto, ERON podem ser benéficas,
atuando como sinalizadoras para aumentar as defesas antioxidantes do
organismo, levando ao menor dano oxidativo e retardando o processo de
envelhecimento (Calabrese & Baldwin, 2003; Ji et al., 2006).
Adicionalmente Short e colaboradores (2005) demonstraram aumento da
sintese proteica ap6s 16 semanas de treinamento aerdbio e este efeito
ndo foi dependente de idade em humanos. O tipo do exercicio,
intensidade e duracdo provavelmente sdo fatores cruciais para a
regulacdo da sintese proteica. Algumas evidéncias sugerem que o
aumento da sintese proteica ocorre no periodo de recuperacdo apds o
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exercicio aerobio, através do aumento da fosforilagcdo da proteina alvo
de rapamicina em mamiferos (mTOR) (Mascher et al., 2007, Mascher et
al., 2011). Qutras evidéncias também afirmam os efeitos positivos do
treinamento aerébio sobre as protefnas que transportam o Ca®* em
musculos esqueléticos com diferentes tipos de fibras (Ferreira et al.,
2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a resposta aguda e adaptativa do exercicio fisico sobre
0s parametros de estresse oxidativo, metabolismo energético e
do metabolismo do calcio em musculo esquelético de ratos com
diferentes idades.

2.2 Especificos:

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

b) Avaliar a resposta aguda e adaptativa, em dois diferentes
modelos de exercicio fisico, sobre 0s niveis de lipoperoxidacao,
carbonilacdo de proteinas, contetdo total de tidis, producdo de
superéxido e niveis proteicos e atividade de enzimas
antioxidantes em musculo esquelético de ratos jovens e mais
velhos.

c) Avaliar a resposta adaptativa de dois diferentes modelos de
exercicio fisico sobre os niveis proteicos do fator nuclear
eritrdide relacionado ao fator 2, sirtuina 1, receptor de
rianodina, fosfolambam e trocador de sodio e calcio, no
musculo esquelético de ratos velhos.
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2 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

O estudo foi conduzido utilizando 42 ratos machos Wistar (3 e
18 e 24 meses de idade — pesando 325+18, 418+11 485+24q),
provenientes do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense.
Os animais foram agrupados 5 a 5 em gaiolas com acesso livre a agua e
comida (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrientes S/A, Brasil), em temperatura
ambiente de 23°C graus e ciclo de claro e escuro de 12h (as luzes eram
acesas as 07h00min). Todos os procedimentos foram realizados
conforme as Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e Uso de Animais
para fins Cientificos e Didaticos - DBCA (DOU 27/5/13, MCTI, p.7) e
aprovados pelo Comité de Etica local (protocolo 016/2013 em anexo).

3.2 Experimento I: Efeito agudo do exercicio fisico

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

(IE).
3.2.1 Protocolo de exercicio

Todos os animais foram adaptados em esteira ergométrica por
uma semana (10m/min, 0.6km/h, sem inclinagdo, durante 10 min/dia)
todos os dias da semana, para reduzir o estresse ao hovo ambiente. Os
animais nao receberam nenhum estimulo para correr. Vinte e quatro
horas apds o periodo de adaptacdo os animais foram submetidos a uma
sessdo de exercicio em esteira. Os animais jovens exercitados correram a
1.2km/h e os animais mais velhos a 0.8km/h. De acordo com Koltai e
colaboradores (2012) ambas velocidades correspondem
aproximadamente a 60% do Consumo Maximo de Oxigénio (VOmax)-
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3.3 Experimento Il: Efeito adaptativo do exercicio fisico

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

3.3.1 Protocolo de exercicio

Todos os animais foram adaptados em esteira ergométrica por
uma semana (10m/min, 0.6km/h, sem inclinacdo, durante 10 min/dia)
todos os dias da semana, para reduzir o estresse ao novo ambiente. Os
animais nao receberam nenhum estimulo para correr. Vinte e quatro
horas apds o periodo de adaptacdo os animais foram submetidos ao
treinamento fisico. Os animais realizaram um programa de corrida em
esteira ergométrica motorizada com intensidade de 0.8km/h, 5 dias
consecutivos (exceto fins de semana), por seis semanas, por um periodo
total de 42 dias. Cada sessdo foi realizada por 45min continuos ou trés
sessOes didrias de exercicio de 15 minutos: 07h00min — 12h00min —
18h00min (horario arbitrario). A intensidade do exercicio foi
cautelosamente aplicada para corresponder a 60% do consumo maximo
de oxigénio, conforme previamente descrito por Kotai e colaboradores
(2012). Os animais do grupo Controle foram colocados sobre a esteira
desligada simultaneamente aos grupos exercitados.

3.4 Eutanésia, coleta e preparacgdo de tecidos

Imediatamente ap0s a sessdo do exercicio no experimento | e 48
horas apds a ultima sessdo de exercicio do experimento Il todos os
animais foram anestesiados através da administracdo intraperitoneal de
Cetamina (80mg/kg) e Xilazina (12mg/kg) e posteriormente submetidos
a eutanasia, o sangue foi coletado da veia caudal, o gastrocnémico
(experimento 1) e o quadriceps (experimento Il) foram cirurgicamente
removidos. Uma aliquota foi processada para determinacdo do
glicogénio muscular e outra aliquota de amostra foi homogeneizada em
tampdo especifico e usada para analises de proteinas intracelulares por



31

imunoblotting. O tecido foi homogeneizado em tampé&o contendo 1% de
Triton X 100, 100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sddio,
100mM de fluoreto de s6dio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato de
sodio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C. O
homogeneizado foi entdo centrifugado a 11000 rpm por 40 minutos para
remover materiais insollveis. Com o sobrenadante foi determinado a
concentracao de proteina utilizando o método de Bradford et al. (1976) e
posteriormente foi realizada a determinacdo do extrato total com
anticorpo especifico. O restante da amostra foi aliquotada e
imediatamente armazenada em freezer —70°C para analises posteriores.
O descarte dos animais foi realizado com acondicionamento
dos mesmos em saco branco leitoso e armazenado em freezer -40 para
posterior tratamento e deposicdo final em aterro sanitario, conforme
procedimentos estabelecidos pela Vigilancia Sanitaria (RDC 306/2004).

3.5 Marcadores metabélicos

O contetdo de glicogénio muscular e os niveis de lactato foram
usados como parametros metabolicos musculares. Os niveis de lactato
no sangue foram realizados em repouso e, imediatamente apés a Gltima
sessdo de exercicio, o sangue foi coletado da veia caudal, utilizando um
kit comercial de acordo com as instrucdes do fabricante e, em seguida,
analisados por um medidor de lactato por fotometria de reflexdo (Roche
Diagnostics , BW Mannheim, Alemanha). Os niveis de lactato foram
expressos em nmol/lactato/L de sangue. O contetdo de glicogénio foi
quantificado por meio da reagdo com iodeto de potéssio (KI), mais iodo
(12) (Krisman, 1962). Resumidamente, 300 mg de tecido muscular foi
fervida durante 20 minutos em 30% de hidréxido de potéssio (KOH),
apos o glicogénio muscular foi precipitado pela adi¢éo de etanol a 60%.
A solucdo foi aquecida durante 10min a 70°C, seguido por 15min de
incubacdo em gelo e centrifugagdo durante 9min a 600g. Em seguida, o
pellet foi suspenso em 500ul de agua destilada, e uma aliquota de
100mL foi misturada com uma solucdo de KI-I2 (iodeto de potassio
mais iodo) em solucdo saturada de cloreto de calcio (CaCly) e
quantificado por espectrofotometria a 460nm. O conteldo de glicogénio
foi expresso em mg/de glicogénio/mg de musculo.
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3.6 Parametros de Estresse Oxidativo

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

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

3.6.3 Carbonilacdo de proteinas: Os danos oxidativos em
proteinas foram determinados de acordo com Levine e colaboradores
(1990). O conteldo de proteinas carbonilas foi mensurado pela
formacdo de proteinas derivadas da hidrazona, usando 2.4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH). Estes derivados foram sequencialmente
extraidos com acido tricloroacético a 20%, seguido por tratamento com
etanol e etil acetato, e reextracdo com acido tricloroacético a 10%. Apos
a reacdo as amostras foram redissolvidas em uréia 8M. Absorbancia
observada espectrofotometricamente da reagdo de grupos carbonilas
com DNPH foi utilizada para determinar a concentracdo (nmol) de
proteinas oxidadas por mg/ de proteina. Os resultados foram mostrados
para cada amostra lida 370nm em espectrofotdmetro.

3.6.4 Grupos Sulfidrilas: o conteldo total de tidis foi
determinado usando o método 5-5’-dithiobis (&cido 2-nitrobenzoico)
(DTNB) (Sigma, St. Louis, MO). A reagdo foi iniciada por adigdo de
30uL de 10mM de DTNB ao tampéo fosfato. As amostras controle ndo
incluiam DNTB. Ap6s 30 minutos de incubagdo em temperatura
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ambiente, a absorbancia em 412nm foi mensurada, e a quantia de 5-5’-
ditiobis (&cido 2-nitrobenzoico), ou TNB, formada foi calculada
(equivalente a quantidade de grupos tidis), usando a técnica
desenvolvida por Aksenov & Markesbery (2001).

3.7 Enzimas antioxidantes

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

3.7.2 Atividade da CAT: a atividade da Catalase foi
determinada conforme previamente descrito por Aebi (1984). O musculo
foi homogeneizado em tampéo fosfato de potassio (50 mM) pH 7,0,
seguido por centrifugacdo a 3000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi
usado para o ensaio. A atividade da CAT foi mensurada utilizando a
taxa de decaimento do H,0, a 240nm, expressos em U/mg de proteina.

3.7.3 Atividade da GPx: a atividade da GPx foi determinada
conforme descrito por Flohé & Gunzler (1984), monitorando a oxidacao
de NADPH a 340nm na presenca de H,O,. A atividade enzimatica foi
expressa em mM/min/mg de proteina.

3.8 Analise proteica por Imunoblotting

As proteinas foram desnaturadas em aquecimento (Laemmli,
1970) com tampéo contendo 100mM DTT. Ap6s isto, 0.2 mg do extrato
de proteina obtido de cada tecido foi separado por SDS-PAGE,
transferido para uma membrana de nitrocelulose, no blogueado com
anti-citocromo ¢ oxidase, CiT-C (sc-13560); anti-succinato
desidrogenase, SDH (sc-25851); bloqueado com anti-fator nuclear
eritréide relacionado ao fator 2, NFR2 (sc-365949); anti-sirtuina 1, (sc-
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15404); anti-receptor de rianodina, RyR (sc-13942); anti-fosfolamban,
PLB (sc-20511) e anti-trocador de sddio de célcio, NCX (sc-32881), da
Santa Cruz (Santa Cruz Biotecnologias, CA, USA) . A deteccdo
quimioluminescente foi realizada com anticorpos secundérios
conjugados a peroxidases. Visualizacdo das proteinas foi realizada pelo
exposicdo das membranas ao raio-x (Kodak XAR, Rochester, NY).
Apos transferidas, as membranas foram coradas e quantificadas pelo
anticorpo primario, para controle da transferéncia. A intensidade da
banda foi determinada por radiografias de leitura desenvolvido pela
densitometria Optica usando um scanner (HP 3400) e da Scion software
de imagem (Scion Corporation). O anticorpo da B-actina (Abcam) foi
utilizado como controle para as anélises de Imunoblotting.

3.9 Conteldo de proteinas

O contetdo de proteinas musculares dos ensaios bioguimicos
foi analisado usando albumina bovina como padrdo, de acordo com
Lowry e colaboradores (1951). O reagente Folin de fenol
(fosfomolibdico-fosfotiingstico) foi adicionado para ligar o reagente a
proteina. O reagente foi lentamente reduzido, passando de amarelo para
azul. A absorbancia foi lida a 750 nm em espectrofotdmetro.

3.10 Anélise estatistica

Os dados foram apresentados em média e erro padrdo médio
(médiatEPM). A diferenca entre os grupos foi determinada por anélise
de varidncia ANOVA (one-way), seguido pelo teste post-hoc de
Tukey’s, quando ANOVA foi significante; o valor de p menor que 0,05
foi considerado estatisticamente diferente. O software utilizado para
analise dos dados foi o Pacote Estatistico para Ciéncias Sociais (SPSS),
versdo 18.0 para Microsoft Windows.
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4 RESULTADOS
4.1 Marcadores metabolicos

No experimento | os resultados mostraram (figura 4) que o
grupo JE aumentou a concentragdo de lactato (A) (5,05 £ 0,13 nmol/L),
niveis proteicos de SDH (C) (6428 + 365 unidades arbitrarias), e de
Citocromo-C (D) (4638 + 302 unidades arbitrarias) comparado com
Controle Jovem (1,45 £ 0,18 nmol/L; 2345 + 187 unidades arbitréarias; e
1717 + 239 unidades arbitrarias, respectivamente) e reduziu o contelido
de glicogénio (B) (1,0 £ 0,07 pg/mg misculo) comparado com Controle
Jovem (1,7 £ 0,1 pg/mg musculo). O grupo IE aumentou a concentragéo
de lactato (4,22 + 0,18 nmol/L), SDH (4501 + 311 unidades arbitrarias),
e Cit-C (2913 + 211 unidades arbitrarias) comparado com Controle
Velho (2,2 £ 0,20 nmol/L; 2109 + 194 unidades arbitrarias; e 1631 +
295 unidades arbitrarias, respectivamente) e reduziu o conteldo de
glicogénio (1,1 = 0,2 pg/mg musculo) comparado com CI (1,8 + 0,1
pg/mg mubsculo). Adicionalmente, 0 grupo IE diminuiu os niveis de
SDH e Cit-C comparado com JE (p < 0,05).
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Figura 4: Efeitos agudos do exercicio em ratos jovens e mais velhos sobre o
lactato sanguineo (A), contetdo de glicogénio (B), niveis proteicos de SDH (C)
e de CiT-C (D) no musculo esquelético. Os dados foram expressos com média e
erro padrdo. * p <0.05 comparado com animais Controle, p < 0.05 comparado
com Jovens exercitados (ANOVA, Tukey’s post hoc test). CJ: controle jovem;
JE: jovem exercitado; Cl: controle velho; IE: velho exercitado.
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4.2 Enzimas antioxidantes

No experimento I, a figura 5 mostra uma reducéo na atividade
da SOD (A) e CAT (B) no grupo JE (0,14 + 0,04 U/mg proteina e 0,006
+ 0,001 U/mg proteina, respectivamente) comparado com CJ (0,28 +
0,02 U/mg proteina e 0,017 + 0,0009 U/mg proteina, respectivamente).
O grupo IE (0,01 + 0,002 U/mg proteina) também exibiu reducdo em
CAT comparado com CI (0,02 + 0,001 U/mg proteina), um aumento em
SOD (0,35 + 0,03 U/mg proteina) comparado com CI (0,28 + 0,02 U/mg
proteina) e JE, e aumentou a GPX (C) (0,21 + 0,03 nmol
NADPH/min/mg proteina) comparado com os outros grupos, Cl (0,13 +
0,02 nmol NADPH/min/mg proteina), JE (0,13 + 0,03 nmol

NADPH/min/mg proteina), e CJ (0,12 + 0,01 nmol NADPH/min/mg
proteina), (p < 0,05).
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Figura 5: Efeitos agudos do exercicio em ratos jovens e mais velhos sobre a
atividade da SOD (A), CAT (B) e GPX (C) no musculo esquelético. Os dados
foram expressos com média e erro padrdo. * p < 0.05 comparado com animais
Controle, p <0.05 comparado com Controle velho (ANOVA, Tukey’s post hoc
test). CJ: controle jovem; JE: jovem exercitado; Cl: controle velho; IE: velho
exercitado.
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4.3 Marcadores de dano oxidativo

No experimento | (figura 6), os dados demonstraram aumento
na lipoperoxidagéo no grupo JE (0,32 + 0,02 nmol/mg proteina) quando
comparado com CJ (0,17 + 0,01 nmol/mg proteina) e o grupo IE
aumentou (0,37 = 0,03 nmol/mg proteina) quando comparado com CI
(0,25 + 0,03 nmol/mg proteina) (p < 0,01). Contetdo de carbonila
aumentou no grupo JE (0,30 + 0,03 nmol/mg proteina) comparado com
o grupo CJ (0,16 + 0,02 nmol/mg proteina) e o grupo IE aumentou (0,28
+ 0,07 nmol/mg proteina) quando comparado com Cl (0.16 + 0.03
nmol/mg proteina). Os grupos JE (39,4 = 5,2 TNB/mg proteina) e CI
(55,6+ 2,9 TNB/mg proteina) exibiram diminui¢do no contetido de tidis
totais (figura 6C) comparado com CJ (89,9 + 8,8 TNB/mg proteina).
Adicionalmente, IE (33,7 + 3,8 TNB/mg proteina) demonstrou uma
reducdo neste marcador comparado com o grupo Cl (p < 0,05).
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Figura 6: Efeitos agudos do exercicio em ratos jovens e mais velhos sobre os
niveis de TBARS (A), contetido de carbonil (B) e ti6is totais (C) no mdsculo
esquelético. * p < 0.05 comparado com animais Controle, “p < 0.05 comparado
com Controle velho (ANOVA, Tukey’s post hoc test). CJ: controle jovem; JE:
jovem exercitado; ClI: controle velho; IE: velho exercitado.
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4.4 Marcadores metabolicos

No experimento Il os resultados mostraram (figura 7) que a
concentracdo de lactato (A) se manteve acima dos niveis de repouso em
ambos os grupos, Continuo (5,3+0.4nmol/L) e Fracionado (5,0 + 0,42
nmol/L), ap6s a ultima sessdo de treinamento em relagdo aos niveis de
repouso (2,4 £ 0,1; 2,2 +0,3nmol/L respectivamente). O contetdo de
glicogénio demonstrou (B) elevacdo nos grupos Continuo (2,5 +
0,3pug/mg de musculo) e Fracionado (2,0 = 0,2pg/mg de musculo) em
relacdo ao grupo Controle (0,8+0,3ug/mg de musculo) apos o término
do treinamento.

=

Continuo Fracionado

Lactato (nmollL)

Conteido de glicogénio
(pg/mg musculo )

e Continuo  “racionado

Figura 7: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre os niveis de
lactato (imediatamente ap6s) (A) e contelido de glicogénio (B) em musculo de
ratos velhos. Os dados foram expressos com média e erro padrdo. * p < 0.05
comparado com animais Controle (ANOVA, Tukey’s post hoc test).

4.5 Niveis de anion superoxido

No experimento Il (figura 8), houve uma reducgdo significante
na producdo oxidante ap6s o treinamento Continuo (913 =+

131nmol/min/mg proteina) e Fracionado (774 + 223nmol/min/mg

proteind) quando comparado com o grupo Controle (2521 =
891nmol/min/mg proteina).
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Figura 8: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre a producéo de
anion superdxido. Os dados foram expressos com média e erro padrdo. * p <
0.05 comparado com animais Controle (ANOVA, Tukey’s post hoc test).

4.6 Enzimas antioxidantes

No experimento Il (figura 9), ndo houve alteragdo entre os
grupos Controle, Continuo e Intervalado, nos niveis proteicos de SOD
(A) (8736 = 2248; 8457 + 1213; 9357 = 758 unidades arbitrarias,
respectivamente) e CAT (B) (4781 + 2236; 5626 + 720; 7725 + 1541
unidades arbitrarias, respectivamente). Contudo, o grupo Continuo
aumentou a atividade da SOD (23,5 + 4,4U/mg proteina) em relacdo ao
grupo Controle (5,9 = 1,1U/mg proteina) e ao grupo Fracionado (12,5 +
3,9U/mg proteina), que por sua vez aumentou a atividade de CAT (0,07
+ 0,01U/mg proteina) em relacdo ao Controle (0,03 = 0,007U/mg
proteina). Por outro lado, os niveis proteicos da GPx (C) aumentaram
apos treinamento Fracionado (7858 + 1339 unidades arbitrarias) em
relacdo ao Controle (3266 + 1352 unidades arbitrarias) e grupo Continuo
(3446 % 1138 unidades arbitrarias) . Ao mesmo tempo, houve reducédo
da atividade da GPx neste mesmo grupo (Fracionado) (0,04 + 0,01nmol
NADPH/min/mg proteina) comparado com os animais do grupo
Continuo (0,12 = 0,04nmol NADPH/min/mg proteina).
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Figura 9: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre a atividade e
niveis proteicos das enzimas antioxidantes, SOD (A), CAT (B) e GPx (C). * p <
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Continuo (ANOVA, Tukey’s post hoc test).
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4.7 Marcadores de dano oxidativo

No experimento Il (figura 10), os resultados apontaram que
somente o treinamento Continuo reduziu os niveis de lipoperoxidagéo
(A) (0,19 £ 0,02nmol/mg proteina) e carbonilacdo de proteinas (B) (0,09
+ 0,03nmol/mg proteina) quando comparado com o Controle (0,43 *
0,07nmol/mg proteina; 0,27 + 0,05nmol/mg proteina, respectivamente).
Este mesmo grupo apresentou menor contetido de carbonilas em relagéo
ao grupo Fracionado (0,38 + 0,05nmol/mg proteina). Ademais, o
conteldo de grupos SH (C) ndo demonstrou alteracBes significativas
apos os diferentes modelos de treinamento (Controle 26 + 9; Continuo
25 + 7; Fracionado 21 + 8nmol/mg de proteina).
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Figura 10: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre os niveis de
TBARS (A), contetido de carbonilas (B) e grupos SH (C). * p <0.05 comparado
com animais Controle, *p < 0.05 comparado com o grupo Continuo (ANOVA,
Tukey’s post hoc test).
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4.8 Niveis proteicos de fatores de transcricdo mitocondriais e de
proteinas que translocam o Ca®* muscular

No experimento Il (figura 11), ndo houve diferenca significativa
nos niveis proteicos de NRF2 (A) (Controle 8830 + 2986; Continuo
4398 + 1920; Fracionado 5848 + 2845 unidades arbitrarias) e SIRT1 (B)
(Controle 6364 + 495; Continuo 6521 + 447; Fracionado 4034 + 1698
unidades arbitrarias) entre os dois modelos de treinamento propostos. Os
resultados da figura 11 (C) apontaram que o treinamento Continuo foi
capaz de aumentar os niveis de RyR (12667 + 1971 unidades arbitrarias)
e reduzir os niveis de PLB (D) (5284 * 405 unidades arbitrarias)
comparado com o Controle (5596 + 2014; 11204 + 766 unidades
arbitrarias, respectivamente). Por outro lado, somente o treinamento
Fracionado elevou (E) (5900 + 635 unidades arbitrarias) os niveis
proteicos de NCX em relacdo ao Controle (2439 + 1129 unidades
arbitrarias).
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Figura 11: Resposta do treinamento Continuo e Fracionado sobre os niveis
proteicos de fatores de transcricdo mitocondriais e de proteinas que translocam
o Ca”*. NRF2 (A), SIRT1 (B), RyR (C), PLB (D) e NCX (E). * p < 0.05
comparado com animais Controle (ANOVA, Tukey’s post hoc test).
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5 DISCUSSAO
5.1 Experimento |

A presente investigacdo examinou os efeitos de parametros
metabdlicos e de estresse oxidativo no gastrocnémio de ratos jovens e
mais velhos expostos a uma Unica sessdo de exercicio com carga similar.
As evidéncias mostraram que as mudancas no metabolismo glicolitico
(lactato aumentado e glicogénio reduzido) sdo similares nos dois grupos
exercitados, sugerindo que o exercicio agudo afeta o mdsculo
independente da idade.

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

As mudancas que ocorrem no estado redox sdo dependentes da
tensdo imposta sobre as vias metabdlicas, como o tipo de metabolismo e
a taxa metabolica a ser usada (Pinho et al., 2012). Niveis de lactato séo
utilizados como indicadores da intensidade do exercicio e do
metabolismo glicolitico. Os resultados da figura 4 mostraram um
aumento nos marcadores metabolicos apds uma Unica sessdo de
exercicio, sugerindo que alteracBes no metabolismo energético podem
representar a manutencdo de um mecanismo oxidativo de producéo de
ATP na célula nos misculos de animais jovens e envelhecidos. Isto é
justificado porque o0 modelo de intensidade usado neste estudo aumentou
duas vezes (pOs-exercicio) a concentracdo de lactato em rela¢do ao
grupo controle e também a deplecdo de glicogénio; entdo, 0 aumento nas
enzimas oxidativas de producdo de energia que foram observadas,
sugerem um componente aerébio de intensidade moderada.

A alteracdo no metabolismo oxidativo é importante no balanco
entre producdo oxidante e sistema de defesa antioxidante. Nossos
resultados estdo de acordo com outros dados que mostraram aumento
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dos niveis de SDH e CiT-C em ratos jovens e envelhecidos (Hammeren
et al., 1992; Koltaj et al., 2012). Isto sugere que sob estas intensidades o
papel do metabolismo oxidativo comeca a ser predominante, em parte,
ao protocolo experimental adotado. Contudo, o grupo envelhecido
exibiu menores niveis de SDH e CiT-C comparado com 0 grupo jovem.
Mudangas relacionadas a idade na biossintese mitocondrial podem estar
relacionadas ao processo de sarcopenia. Taxas menores de sintese de
proteinas mitocondriais, distirbios nas atividades de enzimas
mitocondriais e menor capacidade oxidativa de produzir ATP tém sido
reportadas em tecidos envelhecidos (Short et al., 2005; Igbal et al.,
2013) Alguns estudos indicam que ratos envelhecidos tem niveis
proteicos de citocromo-c significantemente menores quando comparado
a ratos jovens (Haak et al., 2009; Kang et al., 2009).

Com o envelhecimento, niveis de estresse oxidativo sdo
elevados em funcéo da capacidade antioxidante prejudicada em muasculo
esqueléticos (Cakatay et al., 2003; Fulle et al., 2004; Siu et al., 2008). E
razoavel supor que o envelhecimento pode alterar os eventos redox e
aumentar a susceptibilidade de musculos a lesdo oxidativa durante o
exercicio. Bejma & Ji (1999) mostraram que o exercicio agudo com
programa similar (15 m/min para ratos envelhecidos e 25 m/min para
ratos jovens por ~60 minutos) eleva a producdo oxidante no madsculo de
ratos envelhecidos em relacdo a ratos jovens. Contudo, existe um debate
atual na literatura sobre os efeitos do status redox no envelhecimento.
Os estudos publicados nos dltimos 10 anos consideram a influéncia do
exercicio sobre o dano muscular, que pode aumentar (Lynch et al., 2008;
Choi et al., 2012), diminuir (Gorianovas et al., 2013; Lavender &
Nosaka, 2006) ou ndo afetar animais mais velhos (Lavender & Nosaka,
2008; Thalacker-Mercer et al., 2010), e isto pode estar relacionado a
duracéo e intensidade do exercicio.

Mudancas agudas na reducdo da atividade de enzimas
antioxidantes, tais como SOD (figura 5A) e CAT (figura 5B), com o
exercicio agudo podem sugerir menor protecdo contra exposicdo a ERO
induzida pelo exercicio. Contudo, ambas as idades exibiram menor
atividade de CAT apos o exercicio. Muitos estudos conflitantes existem
em relacdo as mudancas relacionadas & idade no sistema de defesa
antioxidantes em varios 6rgdos (figado, coracdo, musculo esquelético)
(Hatao et al., 2006; Vasilak et al., 2006a; Vasilak et al., 2006b). Tais
mudangas também diferem pelo tipo de fibra muscular, sugerindo que
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fibras radpidas parecem ser mais susceptiveis que fibras lentas, ao
estresse oxidativo relacionado a idade (Jackson et al., 2007). Nossos
resultados mostraram que a atividade da GPx aumentou (figura 5C) nos
ratos mais velhos exercitados mais que nos ratos controle e jovens. Este
resultado pode ocorrer por um mecanismo compensatério em funcéo da
reducdo da CAT no mesmo grupo. E possivel que um aumento
encontrado no sistema de defesa enzimatico ocorra devido a alta
exposicdo as ERO apds exercicio inabitual em ratos velhos.

Sob condigBes normais, h4 um equilibrio entre degradacéo
continua e resintese de proteinas musculares. Diversos estudos tém
mostrado uma reducdo dependente da idade nos niveis totais de tidis,
que tem um papel importante ndo somente nas reacOes antioxidantes,
mas também nas reacOes de catalise, regulacdo e transporte de elétrons e
alguns preservam as estruturas corretas das proteinas (Hernanz et al.,
2000; Thomas & Mallis, 2001). Iciek e colaboradores (2004) mostraram
que a eficiéncia da S-tiolacdo (conjugacdo de proteinas tidis com
proteinas ndo tidis) como um mecanismo de defesa antioxidante é
reduzido com a idade, leva ao aumento do risco de oxidacdo irreversivel
das proteinas. E possivel que nos resultados observados no mésculo de
ratos jovens e mais velhos, os grupos sulfidrilas (tidis totais) atuaram
como antioxidantes devido ao aumento de ERO durante o exercicio,
independente dos niveis basais entre os dois grupos (figura 6C). A alta
lipoperoxidacdo (figura 6A) e alto conteldo de carbonilagdo proteica
(figura 6B) no gastrocnémio indicam que os niveis de estresse oxidativo
apareceram ap0s 0 exercicio em ambos 0s grupos exercitados. O
aumento observado na oxidacdo de proteinas pode ter resultado de um
aumento na producdo de grupos carbonilas ou reducdo na remogéo de
proteinas musculares oxidadas. Diferente de outros estudos (Bailey et
al., 2010; Bejma & Ji, 1999; Ozbay & Dulger, 2002), que demonstraram
maior lipoperoxidagdo e carbonilacdo em velhos em relagdo a jovens,
nés demonstramos um aumento no mesmo nivel para ambos 0s grupos
apos sessdo de corrida. Nikolaidis e colaboradores (2013) demonstraram
maior oxidacdo de proteinas em animais jovens e velhos apds sessdo de
corrida excéntrica, com lipoperoxidacdo somente na populacdo idosa.
Em contrapartida, Bejma & Ji (1999) demonstraram que niveis de
malondealdeido (MDA\) e contetido de carbonilas ndo sdo afetadas pela
idade ou exercicio. A razdo para nossos resultados pode estar
relacionada & intensidade do exercicio. Durante uma corrida a 60% do
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VO,max 0 esforco pode ndo ter sido suficiente para estimular o dano
oxidativo em diferentes niveis em ratos com 3 vs. 18 meses de idade.

Em conclusdo, os resultados reportados neste experimento
demonstraram que o0 aumento nos marcadores de estresse oxidativo e do
metabolismo glicolitico no gastrocnémio ocorre em ambas as idades, e
isso pode estar relacionado a intensidade do exercicio. Contudo, os
marcadores metabdlicos oxidativos mostraram maior susceptibilidade a
intensidade do exercicio em musculos mais velhos.

5.2 Experimento Il

O treinamento fisico leva a adaptacbes na musculatura
esquelética que dependem do tipo de trabalho que o musculo realiza.
Assim, no presente estudo nds comparamos os efeitos de dois protocolos
de exercicio sobre marcadores de estresse oxidativo e proteinas que
translocam o Ca®* muscular em ratos velhos. Os resultados mostraram
que as proteinas que translocam o Ca®" podem ser moduladas pelo
treinamento com diferentes estimulos (continuo ou fracionado) através
da regulagdo de ERO (figura 12), uma vez que altas concentragdes de
Ca®* podem elevar os niveis de ERO, levando a oxidagdo dos
translocadores de Ca®* em musculos envelhecidos (Capel et al., 2005).
Estd bem estabelecido que a otimizagdo do desempenho muscular estd
relacionada com uma melhor contratilidade de miécitos e isto depende
da sinalizagdo redox e da homeostase intracelular do Ca*" (Ferreira et
al., 2010). No mesmo sentido, a modulagdo do estresse oxidativo pelo
treinamento continuo pode ter um papel importante nos mecanismos de
contragdao muscular.
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Figura 12: A rede de sinalizagdo intracelular do Ca®* é regulada por ERO.
Podendo ser modulada por diferentes programas de treinamento. Uma vez que
altas concentracdes de Ca”* podem elevar os niveis de ERO, levando a oxidac&o
dos translocadores de Ca*, ou niveis moderados de ERO podem sinalizar para
regulacdo otimizada do mecanismo contratil em musculos envelhecidos.

Os resultados iniciais do presente estudo mostraram que
alteracGes significantes ocorreram no metabolismo muscular (figura 7),
por exemplo, um significante aumento no conteddo de glicogénio
muscular e niveis de lactato que podem representar adaptacoes
metabdlicas e transicdo do mecanismo de produgdo de ATP celular
(Pinho et al., 2012). Estes resultados sdo importantes, pois sugerem que
ambos os modelos de exercicio foram suficientes para promover
mudangas adaptativas no musculo dos animais exercitados.
Adicionalmente, ambos o0s grupos (comparados ao controle)
apresentaram elevado contetdo de glicogénio, que afeta diretamente a
habilidade de realizar exercicios, pois conteidos menores de glicogénio
depletam a taxa de liberacdo do Ca®* no reticulo sarcoplasmético, que
contribui para a fadiga muscular (Gejl et al., 2013).

ERO sdo geradas durante o exercicio e sdo importantes
moduladoras de protefnas responséveis pelo transporte do Ca®* e pelo
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desenvolvimento de fadiga durante o exercicio (Dutka et al., 2012). Os
resultados mostraram reducdo na producdo de superdxido (figura 8) em
ambos os modelos de exercicio com concomitante aumento da atividade
da SOD (figura 9A). Esta bem estabelecido na literatura uma reducdo
associada a idade nas enzimas antioxidantes com concomitante aumento
no superéxido, que levam ao dano oxidativo, e ao longo do tempo, a
perdas eventuais da massa muscular, pois animais deficientes em
enzimas antioxidantes apresentam menor expectativa de vida (Muller et
al., 2007). Contudo, enzimas antioxidantes aumentam em células de
animais jovens e velhos apos exercicio continuo (Hatao et al., 2006). As
atividades reduzidas de SOD e GPx (figura 9 A,C) observadas no grupo
com treinamento fracionado podem estar relacionados com um processo
de adaptacdo mais lento que o treinamento continuo, insuficiente para
ativar estas enzimas, desencadeando dano oxidativo as proteinas neste
mesmo grupo (figura 10 B). Contudo, o estimulo fracionado foi mais
efetivo para a atividade de CAT (figura 9B), mas sem resultar em
melhora na protecdo contra o dano oxidativo. De acordo com Jenkins e
Goldfarb (1993) a atividade da CAT tem um papel importante quando as
concentracBes de H,O, sdo baixas. Adicionalmente, a GPx tem melhor
capacidade antioxidante no musculo que a CAT, bem como melhor
adaptacdo ao treinamento continuo (Pinho et al., 2006). Nao houve
diferenca nos niveis proteicos das principais enzimas antioxidantes.
Deve-se considerar também, que as enzimas antioxidantes no musculo
esquelético podem ser moduladas por padrdes de atividade, como
intensidade, duracdo e tipo de exercicio, justificando a variabilidade nos
efeitos antioxidantes (Powers & Jackson, 2008).

Estresse oxidativo induzido pelo envelhecimento causa dano
celular, uma parte importante dos quais é a oxidacdo dos acidos graxos
poli-insaturados e residuos de aminoacidos de proteinas, que formam
produtos finais, como o malondealdeido (MDA) e grupos carbonilas
(Chevion et al., 2000). Somente o treinamento continuo reduziu os
niveis de lipoperoxidacdo e carbonilacdo de proteinas (figura 10 A,B).
Estes resultados estdo de acordo com conclusdes reportadas por Shing e
colaboradores (2007), que demonstraram que sessfes continuas de
exercicio melhoram a capacidade antioxidante em repouso, reduzem o
aumento nas concentracdes de MDA e contelido de carbonilas em
células envelhecidas (Simar et al., 2012). Tem sido também reportado
que quanto menor a experiéncia com o treinamento, maior nivel de
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estresse é obtido (Powers & Hamilton, 1999), entdo sessbes com menor
duracdo ao longo do dia mostrou menor adaptacdo redox que sessdes
continuas. Ademais, embora ndo alterados por ambos exercicios (figura
10C), os grupos SH de residuos de cisteina, sdo alvos potenciais para
modificacGes redox de proteinas (Grant et al., 1999; Fabisiak et al.,
2000). Alteracdo no estado redox de grupos SH de dois residuos de
cisteina vizinhos podem levar a formacao ou quebra de pontes disulfeto.
Esta modificacdo redox das pontes disulfeto afeta a estrutura e funcéo de
proteinas, incluindo canais, bombas e translocadores de Ca®* (Fabisiak
et al., 2000; Hertelendi et al., 2008).

O NFR2 é um regulador positivo da resposta antioxidante
celular, responsavel por regular genes relacionados com enzimas
antioxidantes, como aquele envolvidos na sintese de glutationa e outros
(Wild et al., 1999). Seus niveis parecem reduzir com a idade, levando a
desregulagdo das respostas oxidativas (Tomobe et al., 2011). Sirtuina
tipo 1 (SIRT1) também pode influenciar no processo de envelhecimento,
incluindo transtornos metabolicos como diabetes ou doencas
neurodegenerativas. SIRT1 é alvo de um grande numero de fatores de
transcricdo que estdo envolvidos na biogénese mitocondrial e
diferenciacdo do musculo esquelético. Os efeitos do exercicio sobre
NFR2 e SIRT1 parecem ser complexos (Radak et al., 2008). A atividade
de SIRT1 é dependente de NAD, entdo se esperava que SIRT1 estivesse
alterada em condi¢des de esforco fisico. Também parece provavel que a
taxa de NAD/NADH pode ser suscetivel as alteracdes sob condicdes
mais exaustivas de atividade contratil, no qual o estado redox do
musculo € alterado para uma taxa metabdlica elevada (Suwa et al.,
2008). Mas, nenhum dos modelos propostos induziu aumento nos niveis
proteicos de NRF2 e SIRT1 (figura 11A,B). O ndo aumento desses
niveis em animais velhos, apesar do aumento no dano oxidativo
associado ao treinamento fracionado e a reducdo em pré oxidantes em
ambos 0s grupos, sugere que a producdo de superdxido ndo foi capaz de
ativar em tempo suficiente estes fatores de transcri¢do, uma vez que
NRF2 e SIRT1 sdo “sensiveis ao estresse oxidativo” (Itoh et al., 1999).
Adicionalmente, é possivel que o misculo envelhecido necessite de um
exercicio prolongado com intensidade especifica (mais que seis
semanas) para estabilizar a sinalizacdo antioxidante para estes fatores de
transcricdo (Gounder et al., 2012). Isto pode explicar, em parte, a
manutencdo nos niveis proteicos das enzimas antioxidantes nos
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diferentes grupos, uma vez a ativacdo de NRF2 (Hybertson et al., 2012)
e SIRT1 (Alcendor et al., 2007) modulam a expressdo de centenas de
genes que afetam o estresse oxidativo ( como SOD, CAT e GPX).

Os principais mecanismos bioquimicos que determinam a forca
e as taxas de contracdo e relaxamento muscular sdo as proteinas que
transportam o Ca?* (Berchtold et al., 2000), responsaveis pelo processo
de contracdo e relaxamento. Diversas proteinas estdo envolvidas na
manutencido da homeostase do Ca" e da funcdo contratil, entre essas
encontram-se, a SERCA, o0 RYR e 0 NCX, que sdo responsaveis pelo
equilibrio entre captacéo, liberacio e extrusdo do Ca®" pelo sarcolema,
respectivamente (Bers, 2002; Mace et al., 2003). A captacio do Ca®*
pela SERCA é regulada por uma proteina fosforilada, a PLB, que em
sua forma desfosforilada inibe a atividade de SERCA. Uma falha em
protefnas envolvidas no transporte intracelular do Ca®* contribui para a
perda de funcdo muscular associada a idade (Weisleder et al., 2006). Os
resultados mostraram altos niveis de RYR e baixos nives de PLB ap6s
estimulo continuo, enquanto os niveis de NCX foram maiores apos
estimulo fracionado. O aumento na densidade do RYR (figura 11C),
como observado apds nosso treinamento continuo, tem sido
correlacionado com aumento da velocidade de encurtamento e forca em
musculos isolados (Antilla et al., 2008; James et al., 2011). A reducédo
nos niveis proteicos de PLB (figura 11D) apds treinamento continuo
pode contribuir para este cenario. Durante o exercicio, a atividade do
nervo simpatico é aumentada levando a ativacdo da proteina cinase A
(PKA) e fosforilacdo da PLB no sitio Serl6 (Sayadi & Feig, 2013). A
PLB constitutivamente inibe a SERCA na presenca de niveis
submaximos de Ca®** mas a fosforilacdo de PLB substitui esta inibicdo
(Sayadi & Feig, 2013), e entdo a atividade de SERCA aumenta durante
0 exercicio. O mesmo grupo ndo alterou os niveis de NCX (figura 11E)
e pode-se cogitar que o treinamento continuo favorece a recaptacdo do
Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico, prevenindo sua extrusio do Ca®'
pelo sarcolema. O aumento nos niveis de NCX (figura 11E) em repouso
apos treinamento fracionado sugere que fracdes diarias de exercicio
estimulam o fluxo de Ca*" através do NCX, que pode contribuir para
melhor atividade contratil em musculos envelhecidos, onde 0 NCX
provavelmente trabalha no modo reverso, transportando Ca®* para
dentro do sarcoplasma do musculo esquelético (Ferreira et al., 2010)
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Em concluséo, os resultados do presente estudo sugerem que as
proteinas que translocam o Ca®* intracelular podem ser moduladas pelo
treinamento com diferentes estimulos (continuo ou fracionado), e a
atenuacdo do estresse oxidativo pelo treinamento continuo e moderado
pode ter um papel regulatdrio importante no mecanismo de contracéo
muscular de ratos velhos.

5.3 Considerac0es finais

O presente estudo demonstrou alterages nos pardmetros
metabdlicos e oxidativos em ratos velhos submetidos a uma Unica sesséo
de exercicio com carga de 60% do VO, (experimento ). Ja esta
estabelecido que musculos envelhecidos sdao mais suscetiveis as ERO do
que musculos de animais jovens (Carmeli et al., 2002; Haak et al.,
2009). O exercicio agudo aumenta a geracdo de ERO e
consequentemente causa estresse oxidativo (Pinho et al., 2006), ao
mesmo tempo, o sistema de defesa antioxidante de musculos
envelhecidos se adapta com menor eficiéncia aos estimulos de ERO.
Contudo, diferentes modelos e intensidades de exercicio provocam
diferentes respostas nos niveis de estresse oxidativo, e 0s mecanismos de
protecdo podem ser diferenciados. Este estudo demonstrou que a
intensidade de corrida aplicada foi suficiente para induzir danos
oxidativos em animais jovens e velhos, os marcadores metabdlicos
(envolvidos com a capacidade de realizar o exercicio) sofreram maior
alteragdo nos ratos velhos, devido a demanda metabdlica exigida durante
0 exercicio. Portanto, esta intensidade foi suficiente para induzir esforco
fisico e nivel de estresse oxidativo moderado para os animais velhos.

A partir desta informagdo, na segunda parte deste trabalho
(experimento 1) utilizou-se a intensidade de 60% do VO,maxem corridas
continuas e fracionadas, com o propdsito de induzir adaptacBes redox
musculares capazes de interferir nos mecanismos contrateis de ratos
velhos. Foi demonstrado que o treinamento continuo ou fracionado
modula diferentemente as proteinas que translocam o Ca*
intramuscular, e que somente o treinamento continuo e moderado
atenuou o estresse oxidativo, podendo ter um papel regulatério nos
mecanismos envolvidos na contracdo muscular induzida pelo Ca®*. O
estresse oxidativo e a homeostase do Ca”* estdo intimamente
relacionados e podem afetar o processo de envelhecimento muscular
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(Capel et al., 2005). O Ca®* entra na célula através de varios canais,
bombas e translocadores, contudo, sob condi¢cbes de estresse, como o
estresse oxidativo, as proteinas que transportam o Ca®* podem ser
inibidas ou mesmo danificadas. Parece que estas proteinas podem ser
inibidas por oxidagdo dos grupos SH dos seus residuos de cisteina ou
diretamente por ataque oxidante durante o envelhecimento (Matsunaga
et al., 2003; Andersson et al., 2011). Em contrapartida, o exercicio fisico
continuo foi habil para reduzir o dano oxidativo em ratos velhos.

Finalmente, é possivel que a carga imposta aos animais (60%
do VO,max) tenha gerado niveis de estresse oxidativo de grau moderado,
pois o dano ocorrido foi semelhante em animais jovens e velhos, apesar
da maior demanda energética para os velhos (experimento I). E
posteriormente (no experimento 11), esta exposicdo continua (6 semanas)
aos niveis de estresse oxidativo moderado, possivelmente desencadeou
um efeito hormético no musculo esquelético dos animais velhos,
promovendo maior resisténcia tecidual e preservacdo da célula. Com a
observagdo dos dados analisados no presente estudo, pode-se concluir
que diferentes programas de exercicio com a mesma intensidade
provocam respostas, em partes distintas, que por sua vez podem afetar a
atividade contratil em muasculos de ratos velhos. Todavia, sdo
necessarios estudos mais profundos sobre o real efeito hormético
induzido pelo exercicio, uma vez que este efeito é dependente das
especificidades do treinamento fisico (intensidade, duracdo e tipo de
exercicio).

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

Em conclusdo, os resultados reportados neste
experimento demonstraram que o aumento nos marcadores de estresse
oxidativo no gastrocnémio ocorre em ambas as idades, e isso pode estar
relacionado a intensidade do exercicio. Contudo, os marcadores
metabdlicos oxidativos mostraram maior susceptibilidade a intensidade
do exercicio em mdsculos envelhecidos. Ademais, os resultados do
presente estudo sugerem que as proteinas que translocam o Ca?
intracelular podem ser moduladas pelo treinamento com diferentes
estimulos (continuo ou fracionado), e a atenuacdo do estresse oxidativo
pelo treinamento continuo e moderado pode ter um papel regulatério
importante no mecanismo de contracdo muscular de ratos velhos.
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