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RESUMO

Exercicios de elevada intensidade ou uso excessivo da musculatura sem
tempo suficiente para uma recuperacdo que permita a adaptacdo
estrutural ao estimulo favorecem lesbes musculares que envolvem
eventos celulares complexos. A suplementacdo de antioxidantes tem
demonstrado efeito protetor sobre essas lesdes por reduzir a producéo de
oxidantes em excesso. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os
possiveis efeitos regulatorios da taurina sobre a lesdo muscular e na
modulacdo de mediadores bioquimicos envolvidos no remodelamento
celular apds lesdo muscular por overuse. Vinte e seis camundongos
machos Swiss, foram divididos em quatro grupos: controle (CTR),
overuse, taurina (Tau) e overuse + taurina (overuse +Tau). Exercicios
em esteira de alta intensidade foram conduzidos por 21 dias
concomitantemente a suplementacdo de taurina (150 mg/Kg), seguido
pela eutandsia. O quadriceps foi removido cirurgicamente para
posteriores analises histoldgicas, fungcdo mitocondrial, parametros de
estresse oxidativo e marcadores de reparo tecidual e danos em DNA. Os
resultados mostram que 0 grupo overuse demonstrou uma reducdo na
area de fibras musculares e um aumento significativo no nimero de
nucleos centrais, no potencial de membrana e complexo |, na producdo
de peroxido de hidrogénio, na lipoperoxidacdo e nos danos no DNA
guando comparados ao controle. Por sua vez, em presenca de taurina os
mesmos indicadores foram revertidos, exceto no conteldo de
miogenina, onde a taurina promoveu uma reducdo do seu conteldo,
inclusive abaixo do controle. A partir dos dados obtidos, sugere-se que a
suplementacdo de taurina pode modular diversos parametros celulares
envolvidos no remodelamento apds a lesdo muscular por overuse, e essa
reposta positiva da taurina possivelmente estd diretamente associada a
sua capacidade antioxidante.

Palavras chave: lesdes musculares; treinamento fisico; overuse;taurina;
funcéo mitocondrial; dano muscular.






ABSTRACT

Strenuous exercise or overuse of muscles promotes injuries and involves
complex cellular events. The antioxidant supplementation has shown the
protective effect on the lesions by reducing the production of excess
oxidants. The aim of this study was to evaluate the regulatory effects of
taurine on muscle injury and modulation of biochemical parameters
involved in cellular remodeling after muscle injury by overuse. Twenty-
four female Swiss mice were divided into four groups (n = 6). Control
(CTR), overuse, taurine (Tau) and overuse + taurine (overuse + Tau).
Exercises in high intensity were carried out for 21 days with
concomitant supplementation of taurine (150 mg / kg), followed by
euthanasia. The quadriceps muscle was surgically removed for
subsequent histological analysis, mitochondrial function, oxidative
stress parameters, tissue repair and DNA damage markers. The results
shown that overuse group reduced the fiber area in the muscle fiber and
increased the central nuclei in the numbers significantly, increased the
membrane potential and complex I, increased the hydrogen peroxide
production, increased the lipid peroxidation and DNA damage in
relation to control. However, these indicators were significantly changed
in the presence of taurine, except myogenin content. The myogenin
content was reduced in taurine groups compared with overuse and
control groups. Taken together, the data obtained from this study
suggest that taurine supplementation might modulate various cellular
parameters involved in the cellular remodeling after muscle damage by
overuse, and this positive response of taurine is directly related to its
antioxidant capacity.

Key Words: muscle damage; strenuous exercise; overuse; taurine;
mitochondrial function.
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1 INTRODUCAO

Exercicios de alta intensidade sdo amplamente utilizados no
treinamento de atletas com objetivo de ganho de massa muscular e
condicionamento muscular e cardiovascular (de Paula Simola RA,
2016), porém, promovem frequentes lesdes musculares devido a
movimentos de contracdo forcada ou até mesmo por traumas. Essas
lesbes, por vezes, decorrem de fatalidades, mas em muito dos casos a
origem delas decorrem do uso excessivo da musculatura sem tempo
suficiente para uma recuperacdo que permita a adaptacdo estrutural ao
estimulo (Difiori et al., 2014). Nessas condicfes, essas lesdes sdo
conhecidas como lesGes por overuse, também chamadas de lesdes
cronicas, e se caracterizam por uma categoria de lesbes relacionadas
com um trauma cumulativo devido ao volume e intensidade da
sobrecarga ou uso repetitivo e estresse muscular (Fuller et al., 2006).
De acordo com Jarvienen et al. (2005) essas lesdes promovem
alteragdes locais e sistémicas em diversos parametros bioquimicos e
moleculares.

Em recentes trabalhos Silva et al. (2010 e 2011), demonstraram
que as lesdes musculares pelo exercicio ocorrem frequentemente durante
ou até mesmo apds o0 exercicio intenso ou exaustivo, em sessdes agudas
ou repetitivas, principalmente se 0 exercicio envolve contragdes
musculares excéntricas o que resulta na producéo e liberacdo sistémica
de vérios mediadores inflamatérios e bioquimicos.

Além de exames de imagem, a lesdo muscular é clinicamente
diagnosticada por um conjunto de marcadores indiretos como dor
muscular, diminuigdo das contragdes musculares voluntarias maximas e
aumento da rigidez muscular com reducdo da amplitude de movimento
(Torres et al., 2007; Janecki et al., 2011). Entretanto, Paterno et al.
(2013) salientam que lesdes de menor grau, em especial aquelas que
apresentam dores leves causadas por microtraumas repetitivos muitas
vezes ndo sao notificados ou sdo ignorados pelo atleta e isso tem
dificultado o diagndstico precoce.

Nosso grupo de pesquisa tem demostrado que espécies reativas
de oxigénio (ERO) e consequente estresse oxidativo estdo diretamente
envolvidos na lesdo muscular induzida por trauma (Silveira et al., 2013)
ou por exercicio fisico intenso (Silva et al., 2010, 2011, 2013) ou por
overuse (Zotea et al., 2015), devido ao tecido muscular lesionado
estimular a geracdo de ERO dependente de varios mecanismos celulares,
como a inflamagéo, isquemia e reperfusdo e metabolismo oxidativo
(Jackson et al., 2005). Portanto, o grau de alteragdo ou regulagdo desses
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sistemas pode determinar a efic4cia da reparagdo muscular, bem como o
nivel de equilibrio entre os sistemas anti e prdé-oxidantes. Assim, é
possivel que as intervencdes preventivas ou terapéuticas possam atenuar
os efeitos deletérios induzidos pela lesdo muscular.

Os efeitos da producdo de ERO de forma sistémica ou locais
decorrentes do dano muscular dependem da capacidade antioxidante
celular. O sistema antioxidante se constitui de enzimas, tais como a
catalase, glutationa peroxidase (GPXx), tiorredoxina redutases (TRXx),
superdxido dismutase (SOD), e antioxidantes solGveis, tais como a
glutationa (GSH) e vitamina E. Adicionalmente, inimeras outras
substancias tém sido apontadas como antioxidantes por desempenharem
direta ou indiretamente um papel fundamental na manutencéo de baixos
niveis de ERO. Neste sentido, a taurina é uma molécula que vem
chamando a atengdo na literatura por possuir, além da acdo antioxidante
(Roig-Pérez et al., 2004; Silva et al., 2011 e 2014), propriedades que
modulam o fluxo de célcio (Dukta et al., 2014), que auxiliam na
estabilizacdo da estrutura de membranas celulares (Tang, 2000), que
regulam mediadores inflamatorios (Nakajima et al., 2010) e que inibem
a apoptose celular (Takatani et al., 2004). Em conjunto essas a¢Oes
atribuidas a taurina contribuem para a manutencdo da homeostase
celular.

Com base nesses pressupostos e devido a taurina possuir
propriedades e funcdes bioldgicas regulatérias, acredita-se que a
utilizacdo da taurina como suplemento possa aumentar o grau de
protecdo celular facilitando o processo de reparagdo muscular.
Entretanto, 0 mecanismo exato com que exerce essas propriedades ainda
é inconclusivo.

1.1 LESOES MUSCULARES

O aumento cronico da atividade contratii do mdsculo
esquelético, como por exemplo, durante o exercicio fisico, leva a uma
variedade de adaptacdes fisioldgicas e bioquimicas no tecido, incluindo
biogénese mitocondrial, angiogénese e transformagdes nas miofibras
ativas (Yan et al., 2011). Entretanto, esses movimentos repetitivos em
esforco intenso e excessivo levam a lesdes musculares (Barbe & Barr,
2006), as quais variam de menor dano com perda minima da funcéao
muscular a danos maiores que implicam em complica¢fes mais severas
(Coburn, 2002).

A leséo na fibra muscular esquelética danifica os componentes do
citoesqueleto celular ou levam a um dano no sarcolema gerando uma



29

perda da permeabilidade plasmatica (Torres et al., 2013). Componentes
intracelulares também s&o danificados como a membrana do reticulo
sarcoplasmatico a qual compromete o fluxo de ions célcio. Em
decorréncia, alterag@es bioquimicas intracelulares e consequente reagfes
em cascata de uma resposta inflamatoria sdo pronunciadas reduzindo a
capacidade de contracdo e relaxamento da fibra muscular (Powers e
Jackson, 2008). De acordo com Malliaropoulos et al. (2011) os
musculos mais comumente afetados durante esforgos repetitivos, como
0 exercicio, sdo os isquiotibiais, quadriceps e gastrocnémio, musculos
estes biarticulares que estdo sujeitos as forcas de aceleracdo e
desaceleracdo. Além das alteracbes funcionais comprometidas total ou
parcialmente, as lesbes musculares promovem microtraumatismos e
microruptura da fibra muscular e micro-hemorragia promovendo uma
rapida sequéncia de respostas inflamatdrias, edema e consequente morte
celular (Alfredo et al., 2009).

Independente da causa da lesdo muscular a consequéncia
estrutural é a mesma sobre o tecido. A morfologia normal do mdsculo
esquelético é de suma importancia para sua atividade contratil. Em
virtude da sua forma fibrilar, a célula muscular é caracterizada por
filamentos multinucleados perifericamente com contracdo muscular
voluntéria. A lesdo a fibra muscular leva a uma desestruturagdo de toda
unidade funcional comprometendo a integridade do sarcomero,
sarcolema e lamina basal o que desencadeia um processo inflamatdrio e
consequente reparo tecidual (Mbebi et al., 1999). O nicleo da fibra
muscular que é localizado perifericamente, centraliza-se, em resposta as
lesbes das estruturas fibrilares, afetando a histoarquitetura muscular.
Esse tipo de anormalidade contribui para alteracbes na contragdo
muscular compativel com quadro de miopatias (Stewart et al, 2016).
Esse processo somado a lesdo capilar, induz a uma série de cascatas
bioguimicas, incluindo o influxo de calcio, liberacdo de citocinas e
ativacdo de proteases bem como influenciam a permeabilidade vascular
local e modulam o fluxo sanguineo, a fim de acelerar uma resposta
inflamatdria com consequente formacéo de edema (Beaton et al., 2002).

Na tentativa de conter a lesdo, o processo de recuperacdo do
tecido se inicia a partir da formagcdo de um tampéo rico em fibrina
formando uma barreira protetora que resultard em uma matriz provisoria
onde ocorrerdo uma resposta Inflamatdria, proliferacdo celular ou
granulagdo e remodelacdo e maturacdo tecidual, que se constituem as
fases do reparo tecidual (Beaton et al., 2002). A inflamac¢&o inicia com
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, ocorrendo a
migracdo de neutréfilos para o local da lesdo, tendo seu pico de
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migracdo até 24 horas apés o inicio da lesdo. Os neutré6filos produzem
radicais livres e a presenca de macréfagos promove uma varredura dos
residuos metabdlicos (Tidball & Villalta, 2010). Os macr6fagos sdo
recrutados para a regido lesionada 24 a 48 horas apés a lesdo, antes dos
fibroblastos atuarem com mais intensidade. Os macrdfagos contribuem
de maneira importante na secrecdo de citocinas e fatores de crescimento.
Também auxiliam, estimulando a angiogénese, fibroplasia e sintese da
matriz extracelular (Broughton et al., 2006).

O processo de regeneragdo e recuperagdo celular é regulado por
vias de sinalizacdo intracelular de proteinas que mantém o equilibrio
entre a sintese proteica muscular e degradacdo da proteina muscular.
Entre estas vias, a ativacdo da mTOR (do inglés mechanistic Target of
Rapamycin) é um passo essencial para a regeneracdo muscular (Ge et
al., 2009). A mTOR é uma proteina quinase que atua como um
importante regulador de processos bioldgicos, integrando o controle da
sintese de proteinas e degradacdo de proteinas e, portanto, o crescimento
celular, e quando ativada estimula a sintese proteica, principalmente
através de trés proteinas reguladoras chave: p70S6K (proteina quinase
ribossomal), 4E-BP1 (fator de iniciacdo eucariético de ligacdo 4E1
proteina) e elF4G (fator de iniciacdo eucaridtica 4G) (Laplante;
Sabatini, 2012).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E EXERCICIO FiSICO

Em condig¢bes normais, a geracdo de radicais livres e ERO é um
fendmeno bioquimico celular importante no organismo, pois ao serem
formadas essas espécies auxiliam na manutencéo e regulacdo do estado
redox por servirem como sinalizadores celulares, por promovem
adaptacdes celulares, por estimularem a ativacdo de fatores de
transcricdo, por atuarem como bactericidas intracelulares, por
regularem a funcdo mitocondrial assim como outros eventos da
homeostase celular (Halliwel e Gutridge, 2007). Embora a producéo
dessas espécies seja importante para a sobrevivéncia das células, a
producdo exacerbada com declinio simultaneo do sistema de defesa
antioxidante pode levar a danos em biomoléculas como peroxidagio
lipidica, carbonilacdo de proteinas e fragmentagdo de acidos nucléicos
em um processo conhecido como estresse oxidativo (Fisher-Wellman et
al., 2009; Varela-Carver et al., 2010; Stagos et al., 2015).

As causas do aumento da producdo de ERO durante o exercicio
ndo sdo totalmente conhecidas. Embora varios mecanismos tenham sido
identificados, ainda existe uma falta de compreensdo de como cada um
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deles contribui para a quantidade total de radicais livres produzidos e
qual o papel desses mecanismos no estresse oxidativo (Vollaard et al.,
2005). De acordo com Konig et al. (2001) evidéncias demonstram que o
exercicio fisico aumenta a geracdo de ERO por vérios sistemas.
Dependendo do tipo de exercicio, sdo propostos diversos mecanismos
principais para a geracdo destas espécies. Trés mecanismos sao
destacados durante exercicios intensos: elevado fluxo de elétrons na
cadeia de transporte mitocondrial devido as demandas energéticas;
ativacdo da xantina oxidase (XO) em processos que envolvam a
isquemia-reperfusdo dado a intensa atividade contratil; ativacdo
NADPH oxidase resultante da exposicao respiratoria dado ao elevado
consumo de oxigénio durante a resposta inflamatoria.

Na mitocondria, uma das formas de producdo de ERO é devido
ao escape de elétrons entre o complexo | e ubisemiquinona e entre
ubisemiquinona e o complexo Ill gerando maior parte dos superoxidos
produzidos (Drose & Brandt, 2012). A ativacdo de leucdcitos, ap6s o
dano muscular, estimula a producdo de ERO, em particular, 0s
neutréfilos séo as maiores fontes de producéo de superoxido pela reacéo
NADPH-oxidase. Essa formagdo ocorre a partir da transferéncia de
elétrons para o oxigénio a partir da oxidacdo da NADPH (Jiang et al.,
2011).

As reacOes catalisadas pela XO séo consideradas uma das mais
importantes fontes de ERO em processos de contragdes musculares
intensas as quais promovem constante isquemia e reperfusdo sanguinea.
Durante a isquemia o ATP (Adenosina Trifosfato) é degradado em
AMP (Adenosina Monofosfato) devido a demanda energética. Se o
oxigénio for insuficiente, 0 AMP ¢é continuamente degradado para
hipoxantina que pode ser convertido para xantina e acido urico pela
XO. A XO liga-se a um elétron da reducdo do oxigénio e forma o
superdxido. A XO também pode ser convertida da forma reduzida
(xantina desidrogenase) para forma oxidada por proteases intracelulares
gue pode ser ativada pelo calcio (Chevion et al., 2003).

No mdasculo esquelético, o aumento observado na elevada
producdo de ERO a partir de diferentes estimulos, leva a uma disfuncéo
contratil resultando em fraqueza e fadiga muscular (Powers et al., 2011;
Rahal et al., 2014; Yavari et al., 2015). Nesse caso, 0 estresse oxidativo
promove a translocacdo para o nicleo de fatores de transcrigdo
sensiveis as mudancas no estado redox, além da regulagdo dos
mediadores inflamatdrios, tais como citocinas, quimiocinas e moléculas
de adesdo. Em resposta, os fagocitos infiltram-se nos tecidos que
expressam estes mediadores e causam a protedlise nas células, danos
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estruturais e lesdo oxidativa (Banerjee et al., 2003, Giustarini et al.,
2009; Gomes et al., 2012).

1.3 TAURINA

A taurina (Tau) ou o 4cido beta-aminossulfénico é um
aminoacido ndo essencial contendo enxofre na sua estrutura e
encontrado no coragdo, sistema nervoso central, retina, leucécitos e
principalmente no musculo (Bouckenooghe et al., 2006). A taurina foi
primeiramente descoberta e isolada pelos pesquisadores germanicos
Friedrich Tiedemanne e Leopold Gmelin em 1827 ao ser encontrado na
bile de bois em altas concentragdes (Birdsall, 1998). Seu nome originou-
se do nome em latim da espécie Bos taurus onde foi descoberta. Foi
considerado um nutriente importante para a nutricio humana somente
em 1975, quando foi observado que neonatos alimentados com nutri¢do
parenteral ndo eram capazes de manter os niveis plasmaticos e urinarios
normais de taurina, ao contrério de bebés alimentados com leite materno
(Chesney, 1988).

A biossintese da taurina ocorre a partir dos aminoacidos
sulfurados metionina e cisteina, que passam por diversas reacdes de
oxidacdo e transulfuracdo, associados a vitamina B6 (piridoxina) como
cofator (Ripps & Shen, 2012). A sintese envolve duas enzimas
diferentes, a primeira cisteina dioxigenase, responsavel por promover a
oxidacdo da cisteina a acido cisteina sulfinico, esta é descarboxilada
pela cisteina acido sulfinico descarboxilase, produzindo hipotaurina que
sera finalmente oxidada em taurina (Bouckenooghe et al., 2006).
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Figura 1 - Via de biossintese da taurina.
Adaptado de De Luca et al. (2015).

A sintese de taurina no corpo humano ocorre principalmente no
figado a partir do metabolismo da metionina e cisteina. No entanto, a
producdo enddgena é insuficiente, e a taurina deve ser também obtida
através da dieta, principalmente pelo consumo de alimentos de origem
animal e marinha (Szymanski & Winiarska, 2008).

E um dos poucos aminoacidos que ndo sdo utilizados na sintese
proteica, muitas vezes, a taurina é referida como um aminoacido nédo
essencial sulfuroso (Suwanich et al., 2013).

Figura 2 - Esquema ilustrativo da estrutura molecular (a esquerda) e
estrutura atdbmica (a direita) da taurina.
Retirado de SZYMANSKI & WINIARSKA, 2008.
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Apesar de ndo participar da estrutura de proteinas e enzimas, a
taurina tem importante funcdo reguladora no fluxo de calcio, de
protecdo ao DNA, na sintese de proteinas mitocondriais (De Luca et al.,
2015), na estabilizacdo da estrutura de membranas celulares (Tang,
2000) e na regulacdo de mediadores inflamatdrios (Nakajima et al.,
2010; Marcinkiewicz & Kontny, 2014). Além disso, a taurina vem
demonstrando um poderoso efeito antioxidante em diversos estudos
(Roig-Pérez et al., 2004; Silva et al., 2011 e 2014).

Os mecanismos citoprotetores na inflamacéo e contra a agdo de
radicais livres consiste na capacidade da taurina em neutralizar a agéo
do acido hipocloroso (HOCI), um oxidante potente, gerando a taurina-
cloramina (TauCl) pela reacdo com HOCI produzido pelo sistema
mieloperoxidase (MPO), que é mais estavel e menos toxico (Wéjcik et
al., 2010).

A TauCl ¢ liberada a partir de neutrofilos ativados na sequéncia
da sua apoptose e inibe a producdo de mediadores inflamatérios, tais
como, anion superodxido (027), 6xido nitrico, fator de necrose tumoral,
interleucinas (I1L-6, 1L-8, IL-12), prostaglandinas e enzimas proteoliticas
(Kang & Kim, 2013; Kim & Cha, 2014). Em seu papel antioxidante, a
TauCl aumenta a expressdo de proteinas de detoxificacdo celular,
possivelmente pela ativagdo do fator nuclear eritréide (Nrf2) que possui
uma alta sensibilidade ao estresse oxidativo e promove a transcrigdo de
uma grande variedade de genes antioxidantes, tais como heme oxigenase
1, NAD(P)H quinona desidrogenase, peroxiredoxina, tioredoxina,
glutationa-peroxidase, catalase (Jin Sun et al.,2009; Jang et al., 2009;
Kim et al., 2010). Em condic¢Bes normais, 0 Nrf2 permanece no citosol a
uma baixa concentracdo seguida por degradacdo proteossdmica, porém
em condigdes de estresse oxidativo ou por acdo de quinases o Nrf2 é
translocado para o nucleo a partir do desaclopamento do complexo
Kelchlike ECH-associated protein 1 (KEAP-1) na tentativa de manter a
homeostase redox (Moi et al., 1994; Li et al., 2013; Chen et al.,2015).
Segundo Hybertson et al. (2011), o Nrf2 é uma alternativa muito viavel
para a utilizacdo de enzimas antioxidantes, ou de moléculas naturais ou
sintéticas apresentadas para ter um papel "antioxidante” em virtude de
suas habilidades para reagir estequiometricamente com oxidantes ou
radicais livres.

Devido a taurina possuir propriedades e funcbes bioldgicas
regulatérias sugere-se que ela possa contribuir para a modulagdo do
estado redox de musculos lesionados pelo exercicio fisico, porém o
mecanismo exato com que a taurina exerce essas propriedades ainda é
inconclusivo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os possiveis efeitos regulatdrios da taurina na modulacéo
de parametros metabolicos e de estresse oxidativo em lesdo muscular
induzida por um modelo experimental de overuse.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Awvaliar os efeitos modulatérios da taurina sobre as alteragdes
histolégicas e morfométricas de musculos de camundongos
expostos a um modelo experimental de overuse.

b. Avaliar os efeitos regulatdrios da taurina sobre os danos em
DNA em musculos de camundongos expostos a um modelo
experimental de overuse.

c. Avaliar os efeitos regulatorios da taurina sobre a funcéo
mitocondrial muscular de camundongos expostos a um
modelo experimental de overuse.

d. Avaliar os efeitos regulatérios da taurina sobre a atividade e
conteldo de proteinas regulatérias da sintese proteica
muscular de camundongos expostos a um modelo
experimental de overuse.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica
do Exercicio (Lafibe), localizado na Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC) e vinculado ao programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias da Salde desta instituicéo.

3.2 QUESTOES ETICAS

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com 0s
principios e os procedimentos descritos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de
Etica da Universidade do Extremo Sul Catarinense sob o protocolo N°
061/2015-1.

3.3 AMOSTRA

Fizeram parte da amostra 26 camundongos Swiss machos (3 a 4
meses de idade, pesando entre 30 - 35 g), oriundos do Biotério da
UNESC. Os animais foram agrupados em gaiolas especificas,
temperatura ambiente controlada entre 20 + 22° C, ciclo claro-escuro
12/12 h e com livre acesso, alimentados com dieta padrdo para roedores
e agua ad libitum. Os animais foram randomicamente divididos em
quatro grupos: controle (n=6), overuse (n=6), overuse + taurina (n=7),
taurina (n=7).

3.4 PROTOCOLO DE EXERCICIO E SUPLEMENTACAO

Inicialmente, todos os animais dos grupos treinados foram
ambientados em uma esteira ergométrica por sete dias (10 m/min sem
inclinacdo com duracdo de 10 min/dia). Apds esse periodo de adaptacdo
os animais foram submetidos por 21 dias consecutivos ao seguinte
programa de treinamento: exercicio baixa intensidade, T1 (inclinagéo
de 10%, duracdo de 60 minutos com velocidade de 13 m/min),
exercicio moderado, T2 (inclinacdo de 10%, duracdo de 60 minutos
com velocidade de 17 m/min), exercicio de alta intensidade, T3
(inclinacéo de -16%, até a exaustdo com velocidade de 17 m/min).

A exaustdo foi considerada pela incapacidade dos animais de
manter um ritmo constante (manter-se durante 30 segundos ou mais, na



37

parte inferior da raia de corrida). A taurina sintética (Sigma-Aldrich),
150mg/Kg (Das et al., 2010) foi administrada por via subcutanea no
dorso dos animais imediatamente apds 0 exercicio de alta intensidade
Nos grupos overuse, taurina e overuse + taurina, € no grupo controle foi
administrada salina por via subcutanea.

B UL JUE T TR O R

Treinamentos 1 T2 T3 71 T2 BT M BMMNNBMUNUBIUNHBEINNTT?

Dias 1 21 22

T1 = exercicio de baixa intensidade

T2 = exercicio de moderada intensidade
T3 =Exercicio de alta intensidade
+=eytanasia

Figura 3. Desenho Experimental.

3.5 EUTANASIA E PREPARACAO DA AMOSTRA

Vinte e quatro horas ap6s a Ultima sessdo de exercicios e
administragdo da taurina, o sangue foi coletado pela veia caudal e ap6s
os animais foram eutanasiados por decapitagdo. Foi realizada a
disseccdo da porc¢do central do quadriceps das pernas direita e esquerda.
A por¢do do musculo quadriceps do lado direito foi dissecado e
separado para histologia e o restante do material foi imediatamente
processado, aliquotado e armazenado a -70° C para analises bioquimicas
e moleculares subsequentes e os musculos do lado esquerdo do
quadriceps foram imediatamente processados para isolamento
mitocondrial. Uma aliquota do quadriceps direito foi homogeneizada em
tampdo especifico e usado para analises de proteinas intracelulares por
imunoblotting. O tecido foi homogeneizado em tampéo contendo 1% de
Triton X 100, 100 mM de Tris (pH 7,4), 100 mM de pirofosfato de
sédio, 100 mM de fluoreto de sodio, 10 mM de EDTA, 10 mM de
vanadato de sédio, 2 MM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotininaa 4° C. O
homogeneizado foi entdo centrifugado a 11000 rpm por 40 minutos para
remover materiais insoliveis. Com o sobrenadante determinou-se a
concentracgao 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.
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O descarte dos animais foi realizado com acondicionamento dos
mesmos em saco branco leitoso e armazenado em freezer — 40° C para
posterior tratamento e deposicdo final em aterro sanitario, conforme
procedimentos estabelecidos pela Vigilancia Sanitaria (RDC 306/2004).

3.6 ISOLAMENTO DE MITOCONDRIA

As mitocondrias de musculo esquelético foram isoladas por
centrifugacdo diferenciada conforme método descrito por Frezza et al.,
(2007). O tecido foi picotado, incubado por 10 minutos com protease
tipo | de péancreas bovino (1 mg/mL) e exposto a homogeneizagao para
promover a lise celular. A precipitagdo do nucleo e residuos celulares
foi obtida por meio de uma centrifugacdo de baixa rotacdo (600 xg). As
mitocondrias foram entdo isoladas do sobrenadante por meio de
centrifugacfes em elevadas rotacbes (12000 xg/10min) até a obtencéo
de uma suspensdo homogénea que foi mantida em gelo até iniciar os
experimentos.

3.7 HISTOLOGIA

Cortes transversais do musculo quadriceps foram removidos e
imersos em solugdo fixadora de paraformoldeido 10% (PFA)
tamponado por 48 hrs para posterior processamento histoldgico. O
material foi incluido em parafina e cortado em micrétomo obtendo-se
cortes de 5 um de espessura. As laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina para posterior aquisicdo das imagens e analise
histopatoldgica da histoarquitetura muscular. O grau de degeneragao
muscular foi avaliado através da quantificacdo da porcentagem de
nicleos centralizados por nimero total de fibras musculares (50 fibras
por lamina histoldgica) em area teste de morfometria.

3.8 CONTEUDO DE PROTEINAS

O conteldo total de proteinas musculares para normalizar os
resultados obtidos nos ensaios imunoquimicos foi analisado através da
curva padrdo usando albumina bovina como padrdo, de acordo com
Breadford (1976).

3.9 ENSAIOS



39

Ensaio de genotoxicidade (ensaio Cometa): O ensaio cometa foi
realizado sob condigdes alcalinas, conforme descrito por Singh et al.
(1988), com algumas modificagcdes sugeridas por Tice et al. (2000).
Amostras de sangue dos animais foram coletadas em microtubos
heparinizados e refrigeradas, e as amostras de figado foram dissecadas e
imersas em tampdo fosfato (PBS) refrigerado, seguido por
homegeinizacdo manual com o auxilio de uma seringa, a fim de obter
uma suspensao celular.

Aliquotas de 5 pL de sangue e 25 pL de figado foram embebidas
em agarose de baixo ponto de fusdo (0.75%, w/v, 95 uL ou 75 uL,
respectivamente) adicionada a uma lamina de microscopio pré-coberta
com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), cobrindo posteriormente
com uma laminula e levando, entdo, a geladeira por aproximadamente 5
minutos a 4° C para solidificacdo. Logo apds, as laminulas foram
cuidadosamente retiradas e as ldminas imersas em tampdo de lise (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10,0 -10,5, com adicdo de 1%
de Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4° C por um periodo minimo de 1
hora e maximo de 2 semanas. Apo6s este procedimento, as laminas foram
incubadas em tampdo alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH>13)
por 20 minutos para o desenovelamento do DNA, a corrida
eletroforética foi realizada no mesmo tampao nas seguintes condicdes de
25 v e 300 mA por 15 minutos. Posteriormente as laminas foram
neutralizadas com 0,4 M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado
com nitrato de prata (Villela et al., 2006), para posterior analise em
microscopio optico com aumento de 400 Xx.

A analise foi feita visualmente com 50 células por tecido (em
duplicada), classificadas em cinco classes, de acordo com o tamanho da
cauda (Collins et al., 1997). O indice de Danos (ID) foi determinado em
cada amostra variando de zero (100 X 0 = 0; 100 células observadas
completamente sem danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 células
observadas com dano maximo) enquanto que a Frequéncia de Danos
(FD em %) em cada amostra foi observada com base no nimero de
células com cauda versus o nimero de células sem cauda. As diretrizes e
recomendagfes internacionais para o ensaio do cometa consideram que
0 escore visual de 70 cometas é confidvel e possui alta correlacdo com a
analise de imagem por computador (Collins et al.,, 1997). Foram
utilizados controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese
a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas
foram codificadas para analise as cegas.

Potencial de Membrana: 0,1 mg/ml de mitocdndria isolada foi
incubada em tampé&o de respiragdo contendo (10 mM Tris HCI, pH 7,4,
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0,32 M mannitol, 8 mM fosfato de sddio, 4 mM MgCI2, 0.08 mM
EDTA, 1 mM EGTA e 0.2 mg/mL de albumina bovina livre de acidos
graxos). O corante catibnico  safranina na concentracdo  de
10 uM captado pela mitocéndria durante a formacdo do potencial de
membrana. A maxima geracdo de potencial de membrana mitocondrial
foi induzida com succinato e os resultados expressos como a diferenca
na absorbancia do basal pelo succinato e succinato + ADP (Adenosina
Difosfato). O potencial de membrana foi monitorado por fluorescéncia
com comprimento de onda de 495 nm para excitacdo e 563 nm para
emissdo, em leitor de microplaca Spectra Max M3 (Molecular Devices)
conforme descrito (Muller et al., 2013).

Complexos da Cadeia Respiratéria Mitocondrial: A atividade do
complexo | foi determinada de acordo com Cassina e Radi (1996), e é
baseada na atividade da NADH desidrogenase pela taxa de NADH-
dependente da reducdo do ferricianeto a 420 nm. A atividade do
complexo | foi medida antes da adicdo de rotenona (20 g/mL) e a
absorbancia foi acompanhada durante outros 5 minutos. A atividade do
complexo | foi determinada como atividade sensivel a rotenona. A
atividade do complexo Il foi determinada de acordo com Fischer et al.
(1985) a partir da diminuicdo na absorbéncia a 600 nm do 2,6-
diclorofenolindofenol (DCIP). A atividade do complexo IV foi
determinada conforme método descrito por Rustin et al. (1994) a partir
da diminuicdo da absorbédncia — 550 nm devido a oxidagdo do
citrocromo ¢ pela citocromo ¢ oxidase. As atividades dos complexos II,
Il e IV foram expressos como nmol/min mg proteina.

Producdo mitocondrial de perdxido de hidrogénio (H,O,): A
producdo de H,O, foi determinada em mitocéndrias isoladas.
Inicialmente, as mitocdndrias foram incubadas em tampéo de respiracao
contendo (10 mM Tris HCI, pH 7,4, 0,32 M mannitol, 8 mM fosfato de
so6dio, 4 mM MgCl2, 0.08 mM EDTA, 1 mM EGTA e 0.2 mg/mL de
albumina bovina livre de acidos graxos) com adicdo 10 mM Amplex
Red e 2 units/mL horseradish peroxidase. Apds 10 min, ativadores
mitocondriais (succinato - 1 mM e ADP — 10 uM) foram adicionados. A
producdo de H,O, foi monitorada por fluorescéncia com comprimento
de onda de 563 nm para excitacdo e 587 nm para emissdo, em leitor de
microplaca Spectra Max M3 (Molecular Devices) (Muller et al., 2013).

Western Blotting: as proteinas foram desnaturadas em
aquecimento com tampdo contendo 100 mM ditiotreitol (DTT).
Posteriormente, 0.2 mg do extrato de proteina obtido de cada tecido foi
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separado por eletroforese de proteinas (SDS-PAGE), etapa de corrida
com duracdo de 1 hora 80 - 120 W. Imediatamente apds, o conteudo
proteico foi transferido para uma membrana de PVDF, com 120V - 4°C
— 1:15hs para posterior bloqueio com BSA 1% e posterior incubagéo
com anticorpo primario anti-MyoD (1:1000), anti-miogenina (1:1000)
obtido da Santa Cruz (Santa Cruz Biotecnologias, CA, USA). Para
controle interno, as membranas foram coradas com vermelho ponceau.
Para a deteccdo quimioluminescente foi realizada com anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase. As proteinas foram reveladas em
filmes radiogréaficos e a intensidade das bandas foram detectadas por
densitometria dptica usando um software de imagem (Scion
Corporation).

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em média e erro padrdo médio (EPM)
e analisados estatisticamente pela andlise de variancia (ANOVA) one-
way, seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. O nivel de significancia
estabelecido para o teste estatistico foi de p<0,05. Foi utilizado o SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versdo 21.0 como pacote
estatistico.
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4 RESULTADOS

A suplementagdo de taurina contribui para integridade e
reducdo na quantidade de nlcleos centrais em fibras musculares de
quadriceps de camundongos submetidos ao modelo de overuse:
Imagens representativas de cortes histoldgicos transversais do musculo
quadriceps de animais expostos ao protocolo de overuse e tratados com
suplementacdo de taurina corados com coloracdo de (H&E) foram
mostrados. Na Fig 4A, o grupo controle apresentou morfologia das
fibras musculares de aspecto normal com nucleo periférico (seta
pontilhada). Na imagem do grupo overuse, Fig 4B, foi possivel
observar fibras musculares com nucleos centralizados (seta pontilhada)
e com diminuicdo de area da fibra (seta continua) compativel com
hipotrofia muscular, ambos comparados com o grupo controle
representado pela figura 4A. Nos grupos suplementados com taurina, o
aspecto morfoldgico das fibras apresentava-se normal sem presenca de
nicleo centralizado, grupo taurina na figura 4C, incluindo o grupo
overuse + taurina Fig 4D, comparados ao grupo overuse.

Quantificacdes quanto a porcentagem do numero de nucleos
centrais e da area da fibra foram realizados. Na Fig 4E, o grupo overuse
demonstrou um aumento significativo do nOmero de nucleos
centrais/nimero de fibras comparado ao grupo controle e uma
diminuicéo significativa da area da fibra muscular nos grupos tratados
com taurina, incluindo o grupo overuse + Tau, comparados ao grupo
overuse. Na Fig 4F, o grupo overuse demonstrou uma diminuicéo
significativa da area da fibra comparado ao controle e um aumento
significativo da &rea da fibra muscular nos grupos tratados com taurina,
inclusive o grupo overuse + Tau, comparados ao grupo overuse.



43

Fig. 4 (A-D)
PR

‘ﬁ':vjfwﬁ- l'b"' s &

./ 1.
M >’ o%,
Fig. aF
0; : 8 15
: —
[
- § E -
g o 5 1004
[ erd L
0 ¢ o] 8¢
:3 £t
38 vl
Z L 104 ga
- « T
Qw0
Es
o lem= a3~
T T o] == -
Ctr  Overuse Tau OverusetTau Ctr  Overuse Tau Overuse+ Tau

Figura 4. Cortes histologicos transversais do musculo quadriceps de
animais expostos ao protocolo de overuse e tratados com suplementagéo
de taurina foram corados com coloracdo de (H&E). As imagens
representativas do muasculo quadriceps apresentaram na Fig. 4A, 0 grupo
controle, nicleo periférico evidenciado pela seta pontilhada. Fig. 4B,
grupo overuse, seta pontilhada evidenciando a presenca de nlcleos

centrais. Grupos taurina e overuse + taurina, Fig. 4C e D
respectivamente, fibras musculares de aspecto normal foram indicadas
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pela seta continua. N=6/grupo, objetiva de 20x. A Fig. 4E e 4F
representam quantativamente a analise esterologica (4E, n=6) e
morfoldgica (4F, n=6). A quantificacdo da presenca de nucleo central e
o0 didmetro da fibra foram analisados pelo teste de Variancia (Anova,
one-way) seguido pelo post -hoc Bonferroni. O nivel de significancia
estabelecido para o teste estatistico foi de p<0,05 quando 0s grupos
foram comparados ao controle (*) ou ao grupo overuse (#). Foi utilizado
0 SPSS versdo 21.0 como pacote estatistico.

A suplementacdo de taurina regula o potencial de membrana
mitocondrial (A¥m) sem alterar o fluxo de elétrons na cadeia
respiratoria: como observado na figura 5A, animais expostos ao
overuse apresentaram um maior A¥m quando as amostras foram
estimuladas com succinato, porém, na presenca de ADP, esses valores
ndo foram reduzidos. Entretanto, animais suplementados com taurina
apresentaram valores similares de AWm ao grupo controle.
Adicionalmente, a atividade do complexo | da cadeia transportadora de
elétrons apresentou aumento no grupo exposto ao modelo de overuse
sem reducdo quando suplementados com taurina (Fig. 5B). Os demais
complexos (Il e 1VV) ndo sofreram alteragdes significativas a partir do
overuse e da suplementacdo de taurina (Fig. 5C e 5D).
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Figura 5. Andlise da fungdo mitocondrial do quadriceps de
camundongos expostos ou ndo a um modelo experimental de overuse e
suplementados ou ndo com taurina. O potencial de membrana (Fig. 5A)
e 0s complexos I, Il e IV (Fig. 5B-5D) foram analisados pelo teste de
Variancia (Anova, one-way) seguido pelo post-hoc Bonferroni. O nivel
de significancia estabelecido para o teste estatistico foi de p<0,05
qguando os grupos foram comparados ao controle (*) ou ao grupo
overuse (#). Foi utilizado o SPSS versdo 21.0 como pacote estatistico.
Grupos: controle (Ctr), overuse, taurina (Tau), overuse + taurina
(overuse +Tau)

Producao de H,0O, mitocondrial e dano oxidativo em lipideos
sdo atenuados ap6s suplementacdo de taurina: Utilizando
mitocdndrias isoladas de quadriceps dos animais expostos ao overuse,
0s niveis de H,O, foram aumentados na presenga de succinato e
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significativamente reduzidos ap6s adigdo de ADP em comparagdo ao
grupo controle. Enquanto que, a suplementacdo de taurina no grupo
overuse promoveu uma significativa reducdo nesses niveis quando as
amostras foram estimuladas com succinato e um aumento quando
adicionado o ADP (Fig. 6A). Os demais grupos ndo sofreram alteracOes
significativas. Os danos oxidativos em lipideos foram
significativamente aumentados no grupo overuse e significativamente
reduzidos no grupo overuse + taurina quando comparado ao grupo
overuse (Fig. 6B). Porém, a oxidacdo de grupos tidis ndo sofreram
alterac@es significativas em todos os grupos testados (Fig. 6C).
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Figura 6 - Producdo mitocondrial de H,O, (Fig. 6A) e danos oxidativos
em lipideos (Fig. 6B) e proteinas (Fig. 6C) de quadriceps de
camundongos expostos ou ndo a um modelo experimental de overuse e
suplementados ou ndo com taurina. Os resultados estdo expressos como
média e erro padrdo da média e foram analisados pelo teste de Variancia
(Anova, one-way) seguido pelo post-hoc Bonferroni. O nivel de
significancia estabelecido para o teste estatistico foi de p<0,05 quando
0s grupos foram comparados ao controle (*) ou ao grupo overuse (#).
Foi utilizado o SPSS versdo 21.0 como pacote estatistico. Grupos:
controle (Ctr), overuse, taurina (Tau), overuse + taurina (overuse +Tau).
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Suplementacdo de taurina exerce efeitos regulatérios na
reparacdo do tecido muscular: A MyoD e miogenina (MyoG) sao
proteinas envolvidas em diferentes fases de reparacdo do musculo
esquelético. Os resultados apresentados nesse estudo mostram que o
modelo de overuse ndo altera os niveis de MyoD (Fig. 7A) e MyoG
(Fig. 7B), entretanto, a suplementacdo de taurina promove
reducdo no nivel da MyoG sem alter=r o ~ontaiidn da
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Figura 7. Proteinas envolvidas no reparo tecidual, MyoD (Fig. 7A) e
MyoG (Fig. 7B), no quadriceps de camundongos expostos ou ndo a um
modelo experimental de overuse e suplementados ou ndo com taurina.
Os resultados absolutos foram relativizados pela quantidade de proteina
determinada por Ponceu e estdo expressos como média e erro padrdo da
média e foram analisados pelo teste de Variancia (Anova, one-way)
seguido pelo post-hoc Bonferroni. O nivel de significancia estabelecido
para o teste estatistico foi de p<0,05 quando os grupos foram
comparados ao controle (*) ou ao grupo overuse (#). Foi utilizado o
SPSS versdo 21.0 como pacote estatistico. Grupos: controle (Ctr),
overuse, taurina (Tau), overuse + taurina (overuse+Tau).

Dano em DNA induzido pelo overuse muscular pode ser
amenizado com a suplementacéo de taurina: a FD e o ID no DNA
tém sido utilizados como pardmetros da genotoxicidade de tecidos.
Neste sentido, os resultados do presente estudo demostraram que 0
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overuse muscular repercute significativamente na genotoxicidade
sanguinea observada a partir da FQ (Fig. 8A) e do ID (Fig. 8B).
Entretanto, essas altera¢Ges induzidas pelo modelo de overuse, embora
acima dos niveis de controle, estdo significativamente reduzidas nos
animais que receberam a suplementacéo de taurina.
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Figura 8 - Dano em DNA (Frequéncia de dano, Fig. 8A; indice de dano,
Fig. 8B) no quadriceps de camundongos expostos ou ndo a um modelo
experimental de overuse e suplementados ou ndo com taurina. Os
resultados absolutos foram relativizados pela quantidade de proteina
determinada por Ponceu e estdo expressos como média e erro padrdo da
média e foram analisados pelo teste de Variancia (Anova, one-way)
seguido pelo post-hoc Bonferroni. O nivel de significancia estabelecido
para o teste estatistico foi de p<0,05 quando os grupos foram
comparados ao controle (*) ou ao grupo overuse (#). Foi utilizado o
SPSS versdo 21.0 como pacote estatistico. Grupos: controle (Ctr),
overuse, taurina (Tau), overuse + taurina (overuse+Tau).
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5 DISCUSSAO

O exercicio fisico intenso resulta no acimulo de ERO nos
musculos ativos podendo levar a danos em lipidios, proteinas e DNA
nos musculos e outros 6rgdos e compromete diversas fungdes celulares
indispensaveis para o0 reparo tecidual. Entretanto a duragdo, a
intensidade, a frequéncia e o tipo de exercicio sdo fatores que
determinam a extensdo dos possiveis danos oxidativos que podem ser
produzidos (Brendan et al. 2013). O dano nas fibras musculares é
acompanhado pelo recrutamento de células fagociticas, como
macréfagos e, embora este processo seja essencial para a reparagdo de
tecido, envolve a liberagdo de quantidades substanciais de ERO. A
magnitude desta liberagdo pode ser de tal maneira que resulte em danos
adicionais na propria musculatura ou em tecidos adjacentes,
prejudicando a funcionalidade muscular (McArdle et al., 2004).

Neste sentido, nos casos em que 0 exercicio fisico é o agente
promotor das lesbes oxidativas celulares por promover o aumento de
ERO sem aumento concomitante dos sistemas de defesa antioxidante,
uma intervencao bem-sucedida de antioxidantes pode contribuir para a
reducdo do estresse oxidativo bem como melhorar o desempenho fisico.

Com base nesses pressupostos, neste estudo, nds utilizamos um
modelo experimental de overuse muscular em que camundongos foram
submetidos a uma rotina de exercicios de intensidade baixa a alta
durante 21 dias consecutivos e suplementados ao final do exercicio de
alta intensidade com taurina, um amino4cido ndo essencial que tem
apresentado uma importante funcdo antioxidante, bem como reguladora
no fluxo de célcio, de protecdo ao DNA, na sintese de proteinas
mitocondriais, na estabilizagdo da estrutura de membranas celulares
(Tang, 2000) e na regulacdo de mediadores inflamatérios (Nakajima et
al., 2010; Marcinkiewicz & Kontny, 2014). Os resultados encontrados
nesse estudo demostram que a suplementagdo com a taurina exerce um
papel importante no metabolismo redox do muisculo esquelético sob
condicdes de overuse, principalmente por reestabelecer a integridade da
fibra muscular na fase de diferenciacdo miogénica da regeneracédo do
quadriceps e por promover um reequilibrio do estado redox.

A integridade do masculo esquelético é crucial para sua
atividade contratil voluntaria. Em virtude da sua forma fibrilar, a célula
muscular é caracterizada por microfilamentos e multinucleada
perifericamente. Portanto, a centralizacdo do nucleo da fibra muscular
representa uma mudanga na histoarquitetura intermiofibrilar que
compromete a capacidade de contracdo e relaxamento. Esse tipo de
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alteracdo contribui para a disfungdo contratil como apresentado em
guadros de miopatias em humanos. Os resultados observados nos
animais expostos ao overuse demostraram um grande aumento no
numero de ndcleos centrais na fibra muscular, além de uma diminuicao
da area da fibra (Fig. 4A-4D), caracteristico da lesdo e hipotrofia
muscular, o que sugere um quadro compativel a miopatias.
Lomonosova et al. (2014) também demostraram mudangas nesses
parametros em musculo de animais expostos ao exercicio excéntrico.

Adicionalmente, a centralizagdo nuclear em musculos
esqueléticos esta relacionada também com o déficit no sistema
antioxidante. Os autores reportam que animais knock-out (-/-) para
superdxido dismutase manganés (MnSOD) apresentam quadro de
centralizacdo de nucleo sugerindo que a resposta antioxidante exerce
papel crucial sobre a integridade da fibra muscular (Lee.,2011).

Esses resultados de mudanca na histoarquitetura muscular
sugerindo uma resposta hipotrofica induzida pelo overuse foram
significativamente alterados quando 0s animais receberam a
administracdo de taurina no exercicio. Os resultados demostram que a
taurina mantém a integridade da fibra com a presenca de nucleos
periféricos em niveis proximos aos de controle (Fig. 4E) bem como
melhora o perfil morfoldgico por reestabelecer o diametro da fibra (Fig.
4F).

De acordo com estes dados, a taurina parece ter um papel
importante sobre o remodelamento de lesdes musculares causadas pelo
modelo de overuse. As causas que favorecem esse remodelamento
ainda ndo sdo amplamente conhecidas, mas alguns fatores como
alteragdo nos niveis das proteinas de reparo, reducdo dos niveis de
estresse oxidativo, melhora na fungdo mitocondrial e reducdo do dano
em DNA podem ajudar a explicar o papel da taurina nesse processo.

Nichenko e colaboradores (2016) mostraram que O
remodelamento muscular depende da manutencdo da atividade
mitocondrial regulada positivamente por um processo de autofagia na
fibra muscular. Sabe-se que células satélites ativadas durante as fases
iniciais do mecanismo de reparo muscular contribuem para a
regeneracdo muscular antecipadamente ao aparecimento do nucleo.
Nesse caso, a demanda energética durante esse processo de regeneracao
muscular é dependente da fosforilagdo oxidativa. O que remete ao fato
da manutencdo da atividade mitocondrial ser imprescindivel na
regeneracdo e remodelamento muscular. A taurina, portanto, parece
contribuir de forma positiva para o remodelamento muscular dado a sua
capacidade de manutencdo da funcdo contratil e melhora da atividade
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antioxidante observado também em miopatias graves, reforcando 0s
resultados obtidos no presente estudo.

A mitocondria é uma organela altamente susceptivel as lesdes
musculares induzidas pelo exercicio intenso o0 que pode comprometer
sua capacidade de funcionamento para a producdo de energia bem
como comprometer a recuperagédo do tecido (Lee et al., 2015; Nichenko
et al.,2016). Durante o estresse celular, o Aym e o gradiente de pH
mitocondrial (ApHm) ajudam a regular a mitocondria sobre o
metabolismo energético, homeostase idnica intracelular e morte celular
em células (Chen, 1988). O A¥Ym por ser um dos mecanismos
responsaveis por manter a fungdo mitocondrial, e pode ser alterado por
desregulagdo de cargas ibnicas intracelulares comprometendo a
producdo de ATP (Seth et al., 2011).

Quando os fluxos ibnicos ultrapassam a capacidade das
mitocdndrias para tamponar estas alteracdes, levam a uma disfuncéo
mitocondrial devido a uma falha bioenergética na sintese de ATP
(Chen, 1988). Neste sentido, nossos resultados mostram que animais
em overuse apresentaram um elevado A¥m significativamente maior
do que os demais grupos, entretanto, quando as amostras foram
estimuladas com succinato na presenca de ADP, esses valores nédo
foram reduzidos como esperado. O aumento observado no A¥m aponta
para uma necessidade mitocondrial em produzir ATP, porém a
dificuldade no desacoplamento faz com que a mitocOndria apresente
uma capacidade fosforilativa reduzida, e desta forma, comprometendo a
sintese de ATP. Esse fato contribui possivelmente para o
extravasamento de elétrons nos complexos mitocondriais favorecendo
uma maior producéo de radicais livres (Muller et al., 2013).

Os animais suplementados com taurina apresentaram valores
similares de AWm ao grupo controle e nenhuma diferenca foi observada
guando o desacoplamento foi estimulado pelo ADP. Um dos fatores que
possivelmente explicam esse resultado pode estar relacionado com a
capacidade que a taurina possui em manter o equilibrio iénico da matriz
mitocondrial. Hansen et al. (2010) sugerem que a suplementacdo de
taurina contribui para manutengéo dos niveis mitocondriais de taurina o
gue permite o correto bombeamento de prétons sem promover uma
alcalinidade da matriz, 0 que em certa instancia, poderia levar a uma
degradacdo mitocondrial. O papel regulatdrio da taurina sobre o
metabolismo energético do musculo esquelético contribui para regular o
processo de acoplamento excitagdo-contracdo celular (Ito et al., 2014).
Adicionalmente, a manuten¢cdo do A¥Ym em relagdo ao grupo controle
evita a formacdo de radicais semi-ubiquinona (Korshunov et al., 1997)
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0 que promove a uma deficiéncia significativa no extravasamento de
elétrons reduzindo a formacéao de superoxido.

A mudanga no A¥m resulta em alteracdes na célula devido ao
seu controle sobre a sintese de ATP, sobre a producéo de superdxido e
sobre o estado redox mitocondrial (Seth et al., 2011). Neste sentido,
mudancgas na atividade dos complexos da cadeia respiratéria sao
esperadas quando ha significativas mudancas no AWm. Nossos
resultados mostram que a atividade do Complexo | da cadeia
transportadora de elétrons apresentou aumento no grupo exposto ao
modelo de overuse independente da suplementacdo de taurina. Os
demais complexos (I e 1V) ndo sofrem alteragdes significativas. Esse
resultado observado no complexo | pode ser decorrente de uma maior
demanda de energia tecidual para que os processos de recupera¢do do
tecido lesionado, observados na figura 4 (4A - 4F), possam acontecer.
Entretanto, como o aumento na atividade do complexo | ndo €
acompanhada pelos demais complexos, leva a sugerir que esteja
acontecendo um possivel bloqueio no fluxo de elétrons em
subsequentes fases da cadeia transportadora resultando numa limitada
producdo de ATP e concomitante aumento da producdo de radicais
livres.

A producéo de radicais livres no musculo esquelético decorre de
inimeros estimulos intrinsecos e extrinsecos a fibra muscular que
promovem mecanismos distintos, as vezes interdependentes, de
producdo de oxidantes como o aumento na atividade da NADPH
oxidase em resposta aos estimulos inflamatérios, extravasamento de
elétrons nos complexos | e Il da cadeia respiratéria decorrente de
alteragdes no fluxo normal de elétrons e ativacdo da XO em processos
de isquemia-repercussdo (Powers et al., 2011). O aumento na producao
desses radicais sem um concomitante e eficiente sistema antioxidante
promove danos oxidativos em biomoléculas celulares como lipideos,
proteinas e DNA, caracterizando um quadro de estresse oxidativo
(Halliwel e Gutridge, 2007) o que leva a uma disfuncdo contratil
muscular (Rahal et al., 2014; Yavari et al., 2015). Nossos resultados
demostraram que animais expostos ao overuse apresentaram niveis
mitocondriais de H,O, mais elevados em relagcdo ao controle, mas a
suplementacdo de taurina promoveu uma significativa reducdo nesses
valores.

Como anteriormente  mencionado a dificuldade de
desacoplamento mitocondrial e aumento na atividade do complexo |
sem aumento subsequente dos demais complexos da cadeia respiratoria
levam a produgdo de superdxido por uma reducdo univalente do
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oxigénio ou ao H,0, a partir da transferéncia de dois elétrons ao
oxigénio (Brand, 2016). Adicionalmente, o superdxido formado é
dismutado pela MnSOD elevando os niveis mitocondriais de H,O,
(Halliwel e Gutridge, 2007). De acordo com Brand (2016) a taxa de
extravasamento de elétrons para gerar superdxido ou H,O, ndo
depende, em situacBes normais, da taxa de respiracdo ou da taxa de
fluxo de elétrons da cadeia de transporte de elétrons. Entretanto, a
medida em que o fluxo ¢ alterado por estimulos nocivos & mitocéndria,
que por sua vez altera o estado redox, como a concentracdo do doador
de elétrons (NADH/NAD+), a producéo desses ERO é aumentada.

Na suplementacdo de succinato e consequente oxidagdo
mitocondrial, os niveis de superdxido e H,0, sdo elevados a partir do
complexo | e Ill durante o transporte de elétrons em que o fluxo de
elétrons € reverso contra o gradiente de potencial redox favorecendo o
extravasamento (Brand, 2016). A presenca de ADP promoveu uma
significativa reducdo de H,O, no grupo overuse, possivelmente por
aumentar a sintese de ATP e reduzir o gradiente de prétons (Komary et
al., 2010). Contudo, animais suplementados com taurina, apresentaram
niveis menores de H,O,, porém o ADP, quando administrado na reacéo,
ndo reduziu a produgdo de H,O,. Provavelmente, esses resultados a
partir da taurina sugerem que, em condicfes de lesdo celular, niveis
maiores de H,O, em relacdo ao controle sdo necessarios, pois 0 H,0,
serve também como sinalizador importante no processo de
diferenciaco celular.

Lee et al. (2011) demonstraram que durante a diferenciacao
celular, a atividade do complexo | encontra-se aumentada e é a
principal responsavel pela geracdo de 02", rapidamente dismutado pela
MnSOD. Por sua vez, a MnSOD € induzida pela ativacdo do fator de
necrose tumoral B (NFKp) durante a miogénese, formando o H,0,, que
contribui de forma efetiva para o processo de diferenciacdo muscular
(Lee et al., 2011).

A elevada producdo de H,O, mitocondrial observada nesse
estudo, portanto, corrobora com os dados anteriores, de que H,0,
contribui com a diferenciagdo muscular. Adicionalmente, tende a
promover danos oxidativos nas fibras musculares, tendo em vista que a
producdo de H,O, em mitocondrias de musculos esquelético responde
por aproximadamente 96% do H,O, citosdlico (Boveris e Cadenas,
2000). Nossos resultados mostram que, embora a oxidagdo de grupos
tidis totais ndo sofrerem alteracBes significativas, os danos oxidativos
em lipideos foram significativamente aumentados no grupo overuse e
significativamente reduzidos no grupo overuse + taurina. Esses
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resultados estdo de acordo com estudos prévios recentes em que
apontam que exercicios intensos aumentam danos oxidativos (Gao et
al., 2014; Ceci et al., 2015) e que a taurina pode contribuir para reducéo
do estresse oxidativo muscular (Silva et al., 2011 e 2014).

Outros estudos prévios relataram que a deficiéncia de taurina
aumenta os niveis de MDA e que ap6s a suplementacao esses niveis sao
significativamente reduzidos (Kaplan et ai, 1993; Oz et al., 1999). Silva
et al. (2011) mostraram que o tratamento diario com 300 mg/kg de
taurina por duas semanas protege o musculo contra o dano oxidativo em
lipideos induzido por lesdo muscular decorrente do exercicio
excéntrico. Um dos principais efeitos da taurina sobre a reducdo dos
danos oxidativos decorre de sua capacidade em reduzir a geracdo de
oxidantes celulares (De Lucca et al., 2015). Wojcik et al., (2010)
sugerem que, além de eliminar os radicais livres, a taurina neutraliza a
acdo do HOCI produzido a partir de respostas inflamatorias induzidas
pela lesdo muscular, gerando a taurina-cloramina (TauCl). O principal
mecanismo sugerido é que a TauCl aumenta a expresséo de proteinas de
detoxificacdo celular, possivelmente pela ativacdo do Nrf2 que possui
uma alta sensibilidade ao estresse oxidativo e promove a transcri¢do de
uma grande variedade de genes antioxidantes (Jin Sun et al.,2009; Jang
etal., 2009; Kim et al., 2010).

O remodelamento muscular apés a lesdo do tecido é dependente
de indmeros fatores que podem acelerar ou retardar esse processo.
Vérios componentes de vias de sinalizacdo dependentes de calcio e de
varios fatores de transcricdo e coactivadores, além do estresse
oxidativo, demonstraram estar envolvidas na remodelacdo do musculo
esquelético (Bassel-Duby e Olson, 2006). Muitas das respostas de
remodelamento envolvem a ativagdo de vias de sinaliza¢do intracelular
e consequente reprogramacdo genética, resultando em alteracdes de
massa muscular, propriedades contrateis e estados metabolicos
(Potthoff et al., 2007). Neste sentido, a diferenciagdo muscular € um
processo que envolve a expressdo de fatores de transcricdo miogénicos,
como fator potencializador especifico de miécito 2A (MEF2) e fatores
miogénicos reguladores (MRFs), incluindo Myf5, MyoD, miogenina e
MRF4 (Egan e Zierath, 2013).

Nossos resultados mostraram que o contetido de MyoD e MyoG
ndo foram significativamente alterados pelo overuse, porém
independente da lesdo, a taurina promoveu uma reducdo no contetido de
MyoG. Esse dado é intrigante uma vez que a MyoG é considerada
como marcador precoce da fase de diferenciagdo muscular e é
necessario para desencadear a formacdo de miotubos e
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desenvolvimento muscular normal subsequente na fase final do
processo miogénese muscular (Tidball e Villalta, 2010).

O papel da taurina sobre os fatores miogénicos ndo esta
amplamente esclarecido e esses resultados obtidos parecem contrarios a
estudos prévios. Isso porque a taurina exerce papel importante no
desenvolvimento do musculo esquelético (Bassel-Duby e Olson, 2006).
Uozumi et al., (2006) mostraram que o transportador de taurina (TauT)
aumenta durante a miogénese e estimula a expressdo de MEF2. A
taurina também tem sido apontada por ter um papel importante na
diferenciacdo de células musculares in vitro (Miyazaki et al., 2013).
Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para entender 0os motivos
pelos quais a taurina reduz a MyoG mesmo tendo contribuido para
recuperacdo do tecido lesionado, como observado na Figura 7.

Nesse estudo ainda foram avaliados os efeitos do overuse sobre
0s danos em DNA sanguineo, uma vez que em geral, os danos no DNA
podem causar perturbagfes na permeabilidade da membrana
mitocondrial interna, levando a processos apoptoticos e morte celular
(Gottlieb 2000; Tada-Oikawa et al., 2000). Danos em DNA podem ser
causados em resposta a acdo de agentes enddgenos e exdgenos, tais
como radiacdo ionizante, a qual pode induzir diretamente o dano, ou
indiretamente, pela formacdo de ERO (Driscoll e Jeggo, 2006).

Os resultados obtidos mostraram que a frequéncia e o indice de
dano no DNA foram elevados no sangue de animais expostos ao
overuse, contudo essas alteragdes, embora acima dos niveis de controle,
foram significativamente reduzidas nos animais expostos ao modelo de
overuse que receberam a suplementacéo de taurina.

A taurina, por contribuir com a reducéo de oxidantes celulares
(Parildar et al., 2008; Ma et al. 2010; Silva et al., 2011) promove
protecdo contra danos em DNA. Estudos prévios reforcam esse papel da
taurina. Ma et al., (2010) relataram que a taurina promove reducdes e
danos de DNA causados por arsénio, através da via de sinal RNS in
vivo. Similarmente Sugiura et al., (2013) observaram que a
administracdo de taurina antes do exercicio intenso reduz o dano ao
DNA muscular provavelmente através da reducdo na atividade da
sintese dxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e consequente reducédo da
inflamacdo por estresse nitrosativo.

Portanto, os efeitos protetores da taurina sdo consequéncia de um
possivel efeito modulatério devido a suplementacdo, provavelmente em
relacdo a sua absorcao e niveis intracelulares do musculo.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que
a suplementacéo de taurina pode atuar em diversos parametros celulares
envolvidos no remodelamento apds a lesdo muscular por overuse, e essa
resposta positiva da taurina possivelmente esta diretamente associada a
sua capacidade antioxidante. No entanto, sdo necessarios mais estudos
para elucidar melhor o papel da taurina, principalmente no que se refere
a funcdo mitocondrial e as proteinas de reparo tecidual.
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