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RESUMO

No envelhecimento ha um declinio progressivo da forga muscular, sendo este um
processo fisiologico que gera fraqueza muscular e aumento do risco de queda, podendo
levar a morte. A regeneragdo muscular também ¢ alterada no envelhecimento, o que
leva a uma defici€ncia neste processo € um comprometimento da manutengdo da massa
muscular, devido a diminuicdo do numero ou da atividade de células satélites (CS). As
CS sdo células miogénicas indiferenciadas que podem ser ativadas em resposta a
miotraumas severos ou adaptativos, sendo esse processo importante para a regeneragao,
manutencado e furnover da massa muscular. As CS expressam marcadores miogé€nicos,
como o Pax7, MyoD e Miogenina. Durante a regeneracdo muscular, as CS migram em
dire¢do a matriz extracelular que exerce um papel importante na ativagao e proliferacao
dessas células. As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs), endoproteases
capazes de clivar componentes da matriz extracelular, como coldgeno, elastina e
fibrilina, exercem um papel fundamental no processo de regeneracdo muscular. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o papel das MMPs e das CS no musculo s6leo de
ratos durante o envelhecimento. Foram utilizados 24 ratos Wistar machos envelhecidos
nos periodos de 3, 12 e 22 meses. Ao final de cada periodo, os animais foram pesados,
anestesiados e eutanasiados para a coleta de amostras do musculo séleo (SL) e para as
analises de expressao génica através da técnica RT-qPCR. No envelhecimento, ocorreu
a atrofia muscular, comprovada pela diminuigdo da massa muscular relativa nos animais
senis, bem como pelo aumento da expressao génica dos atrogenes MAFBx e MuRFI1.
Houve diminui¢cdo na expressao génica da MyoD, indicando reducao da proliferagao
celular. Observamos um aumento dos niveis de expressdo do Pax7, marcador de CS
quiescentes e diminui¢do na expressao dos colagenos lal e III e da MMP-2. Concluimos
que, no envelhecimento, ocorreu aumento na expressdo génica de componentes
relacionados com o catabolismo muscular (atrofia) e dos componentes da matriz
extracelular. Essas alteracdes podem ter promovido a ativacdo das CS como um

possivel mecanismo, para manter ou recuperar a massa muscular.

Palavras-chave: musculo estriado, células satélites, matriz extracelular, envelhecimento.



INTRODUCAO

O musculo esquelético ¢ o tecido mais abundante do corpo dos mamiferos e
constitui aproximadamente 50% do peso corporal total, sendo responsavel pela geracao
de for¢a, locomogao e metabolismo. Esse tecido € constituido por miofibrilas alongadas
e cilindricas que se unem formando as fibras musculares multinucleadas, cujos nticleos
localizam-se na regido periférica, abaixo da membrana plasmdatica ou sarcolema
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Além disso, no muasculo esquelético adulto, reside
um conjunto de pequenas células mononucleares, as células satélites (CS), sendo
denominadas também de células miogénicas indiferenciadas. Estas células ocupam uma
posicdo entre a lamina basal e o sarcolema da fibra muscular, participando do
crescimento, manutengao e regeneragao do tecido muscular (PETTE e STARON, 2000;
MOTOHASHI e ASAKURA, 2014).

As fibras musculares sao constituidas por unidades contrateis que se repetem
ao longo da fibra muscular, conhecidas como sarcomeros. Os sarcOmeros apresentam
proteinas miofibrilares contrateis, regulatorias e estruturais, das quais se destacam a
actina e a miosina, que interagem apo6s hidrolise do ATP, levando a contragdo muscular
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Além disso, o musculo esquelético apresenta uma
alta plasticidade, o que habilita este tecido alterar suas caracteristicas estruturais,
metabdlicas e funcionais em consequéncia de estimulos que modificam o ambiente
muscular (hipoxia e estresse térmico), da atividade contratil (exercicio de resisténcia,
estimulagdo elétrica, desnervagdo e envelhecimento), da carga no musculo (exercicio
resistido e microgravidade) e do fornecimento de substrato (interveng¢ao nutricional)
(PETTE e STARON, 2000; FLUCK ¢ HOPPELER, 2003; MAGAUDDA, MAURO, et
al., 2004). Uma das principais caracteristicas da plasticidade muscular ¢ a regulacao
intrinseca da transcricdo de genes musculo-especificos que promovem o aumento ou
reducdo da sintese proteica (GLASS, 2005). Considerando que o conteudo de proteinas
miofibrilares representa aproximadamente 85% do volume da fibra muscular
(HOPPELER, 1986), qualquer situagdo que altere o balanco entre a sintese e degradagao
de proteinas pode contribuir para o aumento (hipertrofia) ou reducdo (atrofia) da massa
muscular (FAVIER, BENOIT e FREYSSENET, 2008).

O numero de miontcleos na fibra muscular € o fator determinante da taxa de

sintese proteica, uma vez que fornecem a quantidade necessaria de DNA para suportar o



aumento da transcri¢do. A quantidade de citoplasma (4rea da fibra) controlada por um
unico mionucleo caracteriza o conceito de dominio mionuclear (CHEEK, 1985). Em
humanos, Petrella et al. (2006; 2008) sugerem que até um limite moderado de
hipertrofia, que alcance um tamanho maximo de ~ 2.000-2.250 um” na area do dominio
mionuclear, o aumento na area de sec¢do transversal (AST) das fibras pode ocorrer, sem
a necessidade de acrescentar novos mionucleos. Tal fato ocorre devido a capacidade dos
mionucleos existentes na fibra de intensificar o processo de tradugdo e, assim, promover
um aumento da sintese proteica. Porém, em situagdes que ocorre um aumento da AST
das fibras que excede um volume citoplasmatico suportavel pelo miontcleos (ex.
exercicio resistido), hd a necessidade da adicdo de novos miondcleos para suprir a
hipertrofia das fibras musculares (ALLEN, MONKE, et al, 1995; KADI e
THORNELL, 2000).

Com base no conhecimento de que os mionucleos das fibras musculares
maduras sdo considerados pds-mitdticos (ndo apresentam capacidade de divisdo),
sugere-se que a adi¢do de novos mionucleos ocorre somente pela atividade das células
satélites (CS), que sdo precursores miogénicos com intensa atividade mitogénica. Essas
células, quando ativadas, proliferam e se diferenciam fornecendo nucleos para a
regeneracao da microlesao muscular (miotrauma adaptativo), contribuindo assim para a
hipertrofia da miofibra (HAWKE e GARRY, 2001; CHARGE e RUDNICK, 2004).

As CS podem ser ativadas em resposta a miotraumas severos ou adaptativos,
que requerem a regeneragdo muscular. Este mecanismo envolve a proliferagdo e/ou
diferenciacdo das CS que poderdo participar da formacao de novas fibras (apenas em
situagcdes de necrose seguida de regeneragdo), originarem novas CS ou diferenciar-se
em novos mionucleos (HAWKE e GARRY, 2001; CHARGE e RUDNICK, 2004).

O controle e ativacdo das CS podem ser influenciados por varios fatores de
crescimento, que atuam como reguladores positivos, como os hormdnios (GH - growth
hormone, insulina e testosterona), os fatores de crescimento (IGF-1, insulin-like growth
factor; HGF, hepatocyte growth factor; FGF, fibroblast growth factor) e as citocinas
(IL-6, interleukin-6; 1L-15, Interleukin-15); e/ou reguladores negativos como o TGF-f,
transforming growth factor-beta (CHARGE e RUDNICK, 2004). Além disso, as CS
tanto no estado quiescente como no estado ativado, expressam marcadores miogénicos,
que controlam as fases de ativagdo, proliferacdo e diferenciacdo durante o processo de
crescimento ou reparo muscular (HAWKE e GARRY, 2001). Vdarios marcadores para

CS foram identificados, entre eles o Pax7, o Sox8, o c-Met, a proteina CD34 (cluster of
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differentiation 34) (CORNELISON, OLWIN, et al., 2000; HAWKE e GARRY, 2001;
MICHAEL, XIANG, et al., 2002; CHARGE e RUDNICK, 2004; SCHMIDT,
GLASER, et al.,, 2005) e os fatores de regulagdo miogénica (MRFs, myogenic
regulatory factors) (SEALE e RUDNICK, 2000).

Os MRFs sao fatores transcricionais expressos no musculo esquelético durante
a miogénese e crescimento muscular, nos processos de reparacdo, sendo importantes
também para a manutengdo do fendtipo do musculo. Fazem parte dos MRFs a MyoD,
Miogenina, Myf5 e MRF4. Essas proteinas nucleares contém um dominio altamente
conservado, conhecido como “basic helix-loop-helix” (bHLH). Os MRFs reconhecem,
através de seu dominio basico (“basic”), uma sequéncia consenso no DNA conhecida
como E-box (5-CANNTG-3"), presente na regido promotora da maioria dos genes
musculo-especificos. A regido ‘“helix-loop-helix” do MRF constitui o dominio de
ligagdo dessa molécula com proteinas E, como E12 e E47. A ligacdo do heterodimero
MRF-proteina E a sequéncia E-box ativa a transcri¢do dos genes musculo-especificos,
levando a sua expressdao (RUDNICK e JAENISH, 1995; MOLKENTIN e OLSON,
1996; SABOURIN e RUDNICK, 2000). Além disso, essa interagdo pode iniciar a
transcricdo dos genes dos proprios MRFs durante o crescimento muscular (MURRE,
MCCAW, et al., 1989; SASSON, 1993).

A MyoD e o Myf5 sdao conhecidos como fatores primarios, sendo expressos em
mioblastos na fase de proliferagdao, que antecede a de diferenciagdo, enquanto que a
miogenina ¢ 0 MRF4 sdo expressos em células na fase de fusdo e diferenciacdo em
fibras musculares imaturas (MEGNEY e RUDNICK, 1995). A miogenina ¢ a MyoD
também podem estar envolvidas na manuten¢ao do feno6tipo da fibra muscular adulta,
como rapido ou lento. A miogenina ¢ expressa em niveis superiores aos da MyoD em
musculos lentos, enquanto que o oposto ¢ verdadeiro para musculos rdpidos (HUGHES,
TAYLOR, et al., 1993).

Além do seu papel na diferenciagdo das CS, a MyoD também regula a sintese
de laminina, coldgeno IV e fibronectina, além de controlar a expressdo de integrinas que
facilitam a associagdo de mioblastos com a matriz extracelular (VOYTIK,
PRZYBORSK, et al., 1993).

A matriz extracelular (MEC) no musculo esquelético € constituida pela matriz
intersticial, composta por diferentes isoformas de coldgeno, fibronectina, acido
hialurénico e os proteoglicanos; e pela membrana basal associada a fibra muscular,

composta por camadas de colageno IV e VI e de laminina (JUNQUEIRA e
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CARNEIRO, 2008; SAKUMA, AOI ¢ YAMAGUCH]I, 2015). Durante a regeneragdao
muscular, as CS migram do seu nicho (entre a lamina basal e o sarcolema) em dire¢do a
matriz intersticial, para reposicionar as novas miofibras no local da lesdo (SAKUMA,
AOI e YAMAGUCH]I, 2015).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo endoproteases dependentes de
zinco, que desempenham papel importante na protedlise construtiva da MEC, sendo
responsaveis pela clivagem de seus componentes (SNYMAN e NIESLER, 2015). Vinte
e cinco membros da familia de MMPs foram identificadas, sendo a maioria secretada,
exceto seis que sao do tipo transmembranas, como, por exemplo, as MMPs 2, 9 e 14. As
MMPs sdo agrupadas como colagenases, gelatinases, estromelisinas e matrilisinas com
base em seu substrato especifico da MEC (CHEN e LI, 2009). A atividade das MMPs ¢
controlada pelas TIMPs (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase) € o equilibrio entre
essas duas atividades mantém a homeostase da matriz (SNYMAN e NIESLER, 2015).

Estudos tém demonstrado que as MMPs sao mediadores da remodelagdao da
MEC no musculo sendo cruciais na reparacao efetiva do musculo esquelético. As
MMPs 2, 9 e 14 tém implicacdo na homeostase muscular (LUND, MOULY e
CORNELISON, 2014), auxiliando na atividade das CS apdés a injuria (SADEH, 1988;
MURRE, MCCAW, et al., 1989). A MMP-14 ¢ necessaria para a ativagdo das MMPs 2
e 9, para a secrecao da MMP-13 e também para a ativagdo de quimiocinas, citocinas, €
de fatores de crescimento, importantes na regeneragao do musculo (SAKUMA, AOI e
YAMAGUCH]I, 2015). Foi ainda demonstrado que a MMP-14 degrada o coldgeno I,
principal componente fibroso de tecido cicatricial, processo fundamental para a invasao
dos mioblastos humanos (VOYTIK, PRZYBORSK, et al., 1993), enquanto que a
MMP-2, classificada como gelatinase, desempenha um importante papel na atrofia
muscular (FAN, TAKAWALE, et al., 2012). Em geral a atividade das MMPs aumenta
quando ha a necessidade de acréscimo de novos mionticleos, seja por auto-renovacao
celular ou em processos de hipertrofia e regeneracdo muscular, o que leva a uma
diminui¢do das proteinas da MEC (OHTAKE, TOJO e SEIKI, 2006).

Durante o envelhecimento, ha uma diminuicdo do numero e/ou da
capacidade proliferativa das CS o que, em situacdes de regeneragcdo, leva a uma
cicatrizacdo demorada com extensa formagao de tecido cicatricial fibroso (SADEH,
1988; SCHULTZ ¢ MCCORMICK, 1994; BORNEMANN, MAIER e KUSCHEL,
1999).
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Estudos recentes indicam que, durante a cicatrizagdo do musculo no
envelhecimento, o microambiente celular é menos eficaz na manutencdo da ativagao,
recrutamento e destino miogénico das CS, mas facilita a conversdo para um estado
fibrogénico (CARLSON, CONBOY, et al., 2009; CAROSIO, BERARDINELLI, et al.,
2009). Interessantemente, evidéncias t€ém demonstrado que o microambiente hostil de
regeneracdo muscular ¢ restauravel, tanto pela neutralizacdo da atividade do fator de
crescimento de transformagdo (TGF) (CARLSON, CONBOY, et al., 2009) quanto pela
introducao da MMP-9 ativa por terapia celular (GARGIOLI, COLLETA, et al., 2009).

Apesar de bem relatada a importancia das CS no controle da massa
muscular, ainda ha na literatura duvidas sobre o seu real papel no envelhecimento. Além
disso, a relagdo das MMPs com as CS em musculos envelhecidos ainda ¢ pouco
investigada. Assim, elucidar o papel dos mecanismos que regulam o processo de
regeneracdo ¢ manutencdo da massa muscular traz a esperanca de que alvos de novas
drogas terapéuticas possam ser encontrados para atenuar ou até mesmo bloquear a

atrofia muscular decorrente do envelhecimento normal e em condi¢cdes de miopatias.

OBJETIVOS

Objetivo geral
O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel das metaloproteinases de matriz
(MMPs) e das Células Satélites (SC) no musculo Soéleo de ratos durante o

envelhecimento.

Objetivos especificos

Analisar os seguintes pardmetros no musculo s6leo de ratos envelhecidos:

. A atrofia muscular através da andlise dos atrogenes Murf 1 (Muscle
RING-Finger 1) e MAFBx (Muscle Atrophy F-box) pela da técnica de RT-qPCR ;

. O potencial de proliferacdo e diferenciagdo das células satélites através
da andlise dos MRFs (MyoD e Miogenina) e Pax7, por meio de expressdo génica (RT-
gPCR);

. A expressdo génica (RT-qPCR) dos componentes da matriz extracelular,

as MMPs 2 e 14 e as isoformas de colageno I-al e III.
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MATERIAIS E METODOS

Animais e grupos experimentais
Neste estudo foram utilizados 24 ratos Wistar machos envelhecidos por 3, 12 e

22 meses. Estes foram provenientes do Biotério Central — UNESP, Botucatu. Os
animais foram mantidos em gaiolas (2 animais por gaiola), no Biotério de pequenos
mamiferos do Departamento de Morfologia, em ambiente com temperatura controlada
(23° C £ 1) e ciclo de luminosidade claro/escuro invertido (12/12h), onde receberam
racdo e agua ad libitum. Os procedimentos experimentais foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica Animal do Instituto de Biociéncias da UNESP de
Botucatu (Protocolo N° 343-CEEA). Para a realizacao do experimento foram utilizados
trés grupos experimentais:

=  Grupo 3M (n=8): Animais com trés meses de idade;

=  Grupo 12M (n=8): Animais com doze meses de idade;

=  Grupo 22M (n=8): Animais com vinte dois meses de idade;

Dados Anatomicos

Durante todo o periodo do experimento foram monitorados, diariamente, o peso
corporal e o consumo de ragao dos animais. Ao final do experimento, os animais foram
pesados e eutanasiados por decapitacdao. A seguir, o musculo séleo (SL), que apresenta
caracteristicas oxidativa e de contragado lenta, foi coletado, pesado e submetido a andlise
molecular. Além disso, foi utilizado o peso do musculo para avaliar o indice de atrofia

e/ou hipertrofia muscular.

Avaliacdo quantitativa da expressiao génica por Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real apos Transcricao Reversa (RT-qPCR)

Os experimentos de RT-qPCR foram realizados seguindo as orientacdes do
MIQE: Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiment (BUSTIN, VLADIMIR, et al., 2009).

a) Extragdo de RNA com TRIzol (Life Technologies Coporation,Carlsbad, CA,
EUA)
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Para a extragdo de RNA total, fragmentos do musculo séleo (SL) previamente
congelados em nitrogénio liquido, foram homogeneizados com homogeneizador de
tecidos (IKA UltraTurrax/T-25) em 1 ml de TRIzol/50-100 mg de tecido, conforme as
especificagdes do fabricante. O RNA purificado foi ressuspendido em Agua Ultrapura e
armazenado a -80 °C. Foi utilizado o espectrofotdmetro NanoVue Plus (GE HealthCare,
EUA) para verificar a qualidade da extracao e quantificar o RNA. A qualidade do RNA
foi obtida pelo nimero da integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN), a partir da
analise dos RNAs ribossomais baseadas em microfluidos, utilizando-se o sistema 2700
Bioanalyzer (Agilent, EUA) (FLEIGE e PFAFFL, 2006). Apos esta etapa, foi realizado
o tratamento do RNA com Dnase, conforme as instru¢cdes do protocolo Dnase I —

Amplification Grade (Life Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUA).

b) Reagdo de Transcrig¢do Reversa (RT)

A reagdo de transcricao reversa (RT) foi realizada utilizando-se o High Capacity
cDNA archive kit (Life Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUA), conforme
especificacdo do fabricante. Foram utilizados 2 pg de RNA total obtido do musculo SL
com a adicdo de 2,5 uL de inibidor de ribonuclease recombinante RNaseOUT (40
unidades/uL) (Life Technologies Coporation, Carisbad, CA, EUA). O volume final da
reacao foi ajustado para 100 uL H2O livre de Rnases.

¢) Reagdo em cadeia da polimerase em Tempo Real (RT-qPCR)

A PCR em Tempo Real foi realizada com o Power SYBR®Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando-se 2 uL do produto da RT
(equivalente a 40 ng de RNA total), 12,5 uL de Power SYBR®Green Mix (2,5X),
primers “sense” e “anti-sense” (nas concentragdes Otimas previamente testadas) e dgua-
Ultrapura suficiente para um volume final de 25 pL de solugdo. Os primers para os
genes analisados (Tabela 1) foram desenhados através do software Primer Express®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), a partir de sequéncias publicadas no
GenBank (www.pubmed.com), e sintetizados pela Invitrogen Life Technologies
(Carlsbad, CA, EUA). Os genes PPIA (Peptidylprolyl Isomerase A), PPIB
(Peptidylprolyl Isomerase B) e GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase)
foram utilizados como enddgenos para normalizar a expressdo génica. As reagdes para
cada gene foram realizadas em duplicatas, no Sistema Quant Studio (Applied

Biosystems, Foster City, CA, EUA). As condigdes de termociclagem da rea¢dao de gPCR
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foram padronizadas de acordo com as instru¢des do fabricante do equipamento. A
quantificagdo relativa da expressao génica foi realizada pelo método do Cq comparativo

(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) utilizando o Data Assist 2.0 (Life Technologies).

Tabela I: Genes que foram analisados pela reagdo de RT-qPCR.

Genes N° Acesso
MyoD NM 176079.1
Miogenina NM 017115.2
Pax 7 NM 001191984.1
MMP-2 NM _031054.2
MMP-14 NM_031056.1
Colageno I-al NM 053304.1
Colageno III NM 032085.1
MAFBx NM 133521.1
Murf NM_080903.1
PPIA NM 017101.1
PPIB NM _022536.2
GAPDH NM _017008.4

N° Acesso.: numero de acesso as sequéncias publicadas no GenBank

Analise Estatistica

Para a analise dos resultados que obtiveram a distribuicao normal, foi utilizada a
analise de variancia para o modelo com um fator (ANOVA - one way), sendo os valores
expressos em meédia e desvio padrao (média = DP), complementada com teste de
comparacdes multiplas de Tukey. O nivel de significancia considerado foi de 5%

(p <0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O equilibrio entre as vias de anabolismo e catabolismo ¢ responsavel por manter
o fendtipo e a homeostase muscular e, situacdes que promovem o desbalanco nesse
equilibrio podem ser observadas na atrofia muscular que ocorre no envelhecimento
(MCKINNELL e RUDNICKI, 2004), o catabolismo leva a degradacdo das miofibrilas e
outras proteinas musculares, com perda e/ou redu¢do da forca muscular (COHEN,
NATHAN e GOLDBERG, 2015). Nosso estudo demonstrou uma diminui¢do na massa
muscular relativa no masculo séleo (SL) dos grupos 12 e 22M (0,0473 + 0,005 ; 0,0390
+ 0,003), respectivamente, quando comparados ao grupo jovem (0,101 + 0,023).

Entre os sistemas de degradacdo proteica muscular, destaca-se o sistema
ubiquitina proteossoma (UPS), que ¢ responsavel pela degradacdo da maioria das
proteinas musculares (BONALDO e SANDRI, 2013). Foram analisados neste trabalho
dois constituintes para degradagdo proteica pelo sistema UPS, os atrogenes musculo
especifico: MAFBx (Muscle Atrophy F-box), responsavel por catalisar a degradacao de
proteinas que promovem a sintese proteica, € MuRF1 (Muscle RING Finger 1),
catalisador da ubiquitinacdo e degradagdao do aparelho miofibrilar do citoesqueleto
(COHEN, NATHAN e GOLDBERG, 2015). Houve um aumento na expressao génica
do atrogene MAFBx no musculo SL dos grupos de 12M e 22M comparados ao grupo
3M, enquanto a expressao do MuRF1 aumentou nos grupo 12M em relagdo ao grupos
3M e 22M (Fig.1). Estudos evidenciam um aumento na expressdo génica desses
atrogenes, tanto in vivo, em modelo de imobilizagdo dos membros posteriores de ratos
nos musculos plantar, onde detectaram um aumento de ambos os atrogenes apos sete
dias (VECHETTI-JUNIOR, BERTAGLIA, et al., 2015), quanto in vitro, com células
C2C12 tratadas com TNF-a (Tumor Necrosis Fator alpha), que, devido a produgdo de
espécies reativas de oxigénio, apresentaram aumento na expressao génica do atrogene

MAFBXx, apos duas horas de tratamento (LI, CHEN, et al., 2004).
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Figura 1. Expressdo génica dos atrogenes no musculo soleo. A: MAFBx ¢ B: MuRF 1, dos grupos 3M,
12M e 22M. * p < 0,05 vs. 3M; # p < 0,05 vs. 12M. Valores em média + desvio padrdo. One-way
ANOVA com teste post hoc Tukey.

Entre as vias de sinalizagdo envolvidas com a ativagdo dos atrogenes, destaca-se
a via do NF-kB (Nuclear Fator kappa b) (MCKINNELL e RUDNICKI, 2004). Em seu
estado inativo, esse fator de transcricdo nuclear ¢ sequestrado no citoplasma por
proteinas inibidoras, chamadas IkB, que apos serem fosforiladas por um complexo
conhecido como IKK (7kBkinase) resulta na sua ubiquitinagdo e degradagdo
(MCKINNELL e RUDNICKI, 2004). Isso possibilita a translocagdo do NF-kB para o
nucleo e posterior transcricdo dos atrogenes, resultando em um aumento especifico do
catabolismo e na atrofia muscular (MCKINNELL e RUDNICKI, 2004). Portanto, a
fosforilagdo das IkBs ¢ crucial para a ativacdo da via NF-kB (KELLEHER,
FAIRCHILD e KESLACY, 2010).

Outro fator intimamente associado com a atrofia muscular relacionado a idade é
a diminuicdo da capacidade regenerativa muscular, dependente das CS, que sdo
responsaveis pelo crescimento, reparagdo e turnover do tecido muscular adulto
(SCHULTZ e LIPTON, 1982; SHEFER, VAN DE MARK, et al., 2009). Durante o
processo de reparo ou crescimento muscular, a ativacdo, proliferacao e diferenciacao
destas células, sdo controladas por marcadores miogénicos (HAWKE e GARRY, 2001).
Embora estudos demonstrem uma reducao na atividade/nimero das CS, assim como na
reducdo do fator miogénico Pax7, durante o envelhecimento, (DOMINGUES-FARIA,
VASSON, et al.,, 2016; PALLAFACCHINA, BLAAUW e SCHIAFFINO, 2013;
SHEFER, VAN DE MARK, et al., 2006) nossos resultados demonstraram um aumento
na expressao génica do Pax7, marcador de CS quiescentes, conforme o avanco da idade,

no musculo SL dos grupos estudados (Fig.2). Esse achado sugere um possivel
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mecanismo de ativagdo das CS quiescentes no musculo senil. O mesmo foi observado
por Brzeszczynska et al (2016), que demonstraram um aumento tanto do Pax7 como do
Pax3 em pacientes de meia idade (idosos saudaveis) quando comparados ao controle,
sugerindo assim um estimulo da atividade regenerativa muscular nesses pacientes. He et
al (2013) também observaram aumento na expressao génica do Pax7 em pacientes com
cancer, e, segundo os autores, as células satelites sdo ativadas por fatores tumorais
presentes no sangue, que ativam a via classica do NF-kB; esse fato pode desregular a
expressao do Pax7 comprometendo assim a regeneragdo muscular devido a
incapacidade dos mioblastos de se fundirem e reparar a fibra danificada. Assim, os
nossos resultados sugerem uma possivel tentativa das CS em recuperar ou manter a

massa muscular do masculo SL.
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Figura 2. Expressido génica do marcador miogénico Pax7 no musculo soleo, nos grupos 3M, 12M e
22M.* p < 0,05 vs. 3M. # p < 0,05 vs. 12M. Valores em média + desvio padrdo. One-way ANOVA com
teste post hoc Tukey.

Os fatores de regulacio miogénica (MRFs, myogenic regulatory factors)
também sdao importantes na manutencdo do fenodtipo do musculo, sendo expressos
durante a miogénese, crescimento muscular, bem como nos processos de reparacao
(SINGH e DILWORTH, 2013). Em nosso estudo a MyoD, envolvida com os processos
de proliferacdo celular , mostrou uma diminui¢do na expressdo génica no musculo SL
do grupo de 22M quando comparado ao grupo de 12M, enquanto a Miogenina,
relacionada com a diferenciacdo terminal, ndo apresentou diferenca estatistica (Fig.3)
(SINGH e DILWORTH, 2013). Esse fato demonstra que no envelhecimento, a
diminuic¢do da taxa de proliferagdo das CS pode diminuir a capacidade de regeneracdo

do musculo, acentuando a degradagdo, fato demonstrado pela expressdo dos atrogenes
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Figura 3. Express@o génica dos MRFs no musculo séleo. A: MyoD ¢ B: Miogenina, dos grupos 3M,
12M e 22M. # p < 0,05 vs. 12M. Valores em média + desvio padrdo. One-way ANOVA com teste post
hoc Tukey.

Além do desequilibrio nas vias de sintese e degradagdo proteica, alteragdes na
matriz extracelular (MEC) do musculo estriado também sao responsaveis pela perda da
massa muscular durante a atrofia (KRAGSTRUP, KJAER ¢ MACHEY, 2011), bem
como modificacdes no comportamento nas células mononucleadas, como as CS,
podendo alterar o desenvolvimento, reparacdo e remodelacdo do tecido muscular
(GARG e BOPPART, 2016). No nosso estudo, observamos reducdo na expressao
génica das isoformas de colageno Ial e III (componentes da MEC), no mtsculo SL dos
animais envelhecidos (Fig.4), corroborando com estudos em modelos animais que
sugerem uma redug¢do na sintese de colageno com o avango da idade (MAYS,
MCANULTY, et al., 1991); entretanto, Brabaj et al. (2005) mostraram um aumento na
sintese do coldgeno em humanos idosos, demonstrando que os dados presentes na
literatura sdo conflitantes (KRAGSTRUP, KJAER ¢ MACHEY, 2011). Estudos sdo
necessarios, como por exemplo, a analise da expressao proteica para melhor
compreender o comportamento do colageno da MEC do miusculo durante o

envelhecimento.
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Figura 4. Expressdo génica do componente da matriz extracelular no musculo séleo. A: Colageno Ial e
B: Colageno III. * p < 0,05 vs. 3M; # p < 0,05 vs. 12M. Valores em média = desvio padrdo. One-way
ANOVA com teste post hoc Tukey

A MEC apresenta uma proteodlise construtiva, responsavel pela clivagem e

turnover dos seus componentes, na qual, as metaloproteinases de matriz (MMPs)

desempenham importante papel (SNYMAN e NIESLER, 2015), e mudangas nessas

proteases acompanham a atrofia muscular (CARMELI, MOAS, et al., 2004). Nesse

estudo, observamos que a gelatinase MMP-2 diminuiu no muasculo SL do grupo de 22M

em relagdo aos grupos de 3M e 12M, enquanto a MMP-14, uma colagenase, nao

apresentou diferenca significativa (Fig.5). Os dados mostram uma baixa atividade das

MMPs no musculo SL fato que pode corroborar a baixa expressdao dos colagenos,

indicando que a alteragdo da MEC acompanha a alteracdo das fibras no mutsculo soleo,

culminando com a atrofia muscular.
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Figura 5. Expressdo génica das endoproteases da matriz extracelular no musculo séleo. A: MMP-2 e B:
MMP-14. * p <0,05 vs. 3M; # p < 0,05 vs. 12M. Valores em média = desvio padrdo. One-way ANOVA
com teste post hoc Tukey.
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CONCLUSAO

Durante o envelhecimento, houve aumento no catabolismo no musculo séleo,
diminui¢do da proliferacdo celular, juntamente com alteragdes na matriz extracelular:
diminui¢do do Coldgeno Ial e III e da MMP 2 resultando na atrofia muscular. O
aumento na expressao do Pax 7 sugere um provavel mecanismo de ativagdo das células

satélites como tentativa para manter ou recuperar a massa muscular.
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