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RESUMO

A diminuic&o das concentracdes plasméticas de estrégeno esta intimamente relacionada
com o aumento do estresse oxidativo e a diminuicdo da massa muscular em idosos. A
terapéutica hormonal estrogénica (THE) e o treinamento de forca (TF) apresentam
resultados efetivos sobre a manutencao do tecido muscular em idosos. No entanto, 0s
mecanismos responsaveis pelas melhorias induzias por ambas as intervencdes séo
pouco elucidados. Nesse sentido, avaliamos os efeitos da THE, do TF e a associacao
sobre a manutencéo do tecido muscular esquelético de ratas periestropausadas. Ratas
Wistar (18 meses) foram distribuidas em: Grupo nao treinado (NT-Veh), Grupo NT tratado
com a THE (NT-E2), Grupo TF (TF-Veh) e Grupo TF-E2. Os animais receberam a THE
(17p estradiol; 2 x semana; 25 pg/kg/administracédo) e/ou praticaram TF (3 x semana,
80% sobrecarga) durante 16 semanas. A THE e o TF induzem beneficios ao tecido
muscular esquelético de ratas periestropausadas, no entanto, por diferentes maneiras.
Enquanto a THE induziu diminui¢cdo do estresse oxidativo muscular (Dihidroetidina), o TF
resultou em melhoras significativas na funcdo muscular, no sistema antioxidante
muscular (Catalase) e na expressdo de miRNAs (206, 146b e 133a). J4 a interacdo das
intervencdes resultou em melhora no estado redox (Sirtl, Sirt3, PGC-1a, COXIV), na
responsividade dos receptores estrogénicos (ERa, ERB e GPR30), e atividade de vias
de sinalizacéo do tecido muscular (IGF-1/Akt-1/mTOR). Além disso, as intervencdes de
maneira isolada ou em associagao, levaram ao aumento no percentual de fibras
glicoliticas e reducdo das oxidativas. Sugerimos que a aderéncias das intervencdes
(associadas ou ndo) possam minimizar/atenuar a perda da massa muscular observada
em fases tardias durante o processo de envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento. Estrogeno. Estresse oxidativo. Receptores
estrogénicos. Treinamento de forga. Sirtuinas. IGF-1. microRNAs.
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ABSTRACT

The decrease of estrogen (Ez2) circulating levels is strongly related to increased oxidative
stress and the loss of muscle mass in elderly. The hormone replacement therapy (HRT)
and strength training (ST) are the main effective interventions to prevent the loss of muscle
mass, however, the mechanisms involved in interventions-induced benefits are not well
elucidated. In this sense we evaluate the effect of HRT, ST and association on skeletal
muscle maintenance of periestropaused rats. Female Wistar rats (18 months old) were
randomly assigned into: non-exercised and non-treated group (NE-Veh), NE treated
group (NE-E2), exercised and non-treated group (ST-Veh) and ST-E2 group. The animals
received the HRT (17 estradiol; 2 x week; 50 pg/kg/week) and/or performed ST (3 x
week, 80% overload) for 16 weeks. The HRT and ST promoted beneficial effects on
skeletal muscle of periestropaused rats, however, by different manners. While HRT
treatment leaves the reduction of oxidative stress (Dihidroetidine), the ST resulted in
significate improvement on skeletal muscle function, in skeletal muscle antioxidant system
(Catalase) and in miRNAs expression (2016, 146b and 133a). Already, the association of
interventions resulted in improvement of redox state (Sirtl, Sirt3, PGC-1a, COXIV), in
estrogen receptor responsiveness (ERa, ERB and GPR30) and the activity of skeletal
muscle signaling pathways (IGF-1/Akt-1/mTOR). In addition, the interventions, isolated or
combinated, leaves an increase of the percentage of glycolytic fibers and reduced
percentage of oxidative fibers. We suggest that the adherence to interventions
(combinated or not) could minimize/attenuate the loss of skeletal muscle mass observed

in later phases of aging process.

Key-words: Aging. Estrogen. Oxidative stress. Estrogenic receptors. Strength training.
Sirtuins. IGF-1. miRNAs.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento € assunto que intriga tanto cientistas quanto filosofos, e os
debates sobre seus efeitos fisicos e psicologicos remetem desde a Grécia antiga até os
dias atuais. Para Platdo (428-327 a.C.), “aqueles que vivem mais tempo atingem uma
compreensao filoséfica da vida mortal, que leva ao desejo de compreender ideias e
verdades eternas, para além do mundo mortal” (DA COSTA et al.,, 2016). Giacomo
Leopardi (1798-1837) descreveu de maneira clara a percepgdo do envelhecimento
humano: “A velhice € o mal supremo, porque nos priva de todos os prazeres, deixando-
nos apenas o apetite por eles, e traz com ele todos os sofrimentos. No entanto, nés
tememos a morte, e nés desejamos a velhice” (DA COSTA et al., 2016).

Definicbes mais recentes caracterizam o processo de envelhecimento como
irreversiveis alteracdes psico-fisioldgicas, altamente influencidveis pela heranca genética
e por fatores ambientais (ANTON et al., 2005):

[fenotipo] = [gendtipo] + [habitos alimentares, estilo de vida]

Comumente, os termos envelhecimento e senescéncia sdo usados para se referir
a idosos. Grande parte dos gerontologistas usa o termo “senescéncia” para se referirem
ao risco aumentado do surgimento de doencas, perda da funcionalidade e casos de
morte. Portanto, a senescéncia se refere a perda progressiva das fun¢des corporais com
0 passar do tempo, enquanto, o termo envelhecimento esta associado com a perda da
complexidade de diversos processos fisiolégicos como estruturas anatbmicas
(GOLDBERGER et al., 2002), alteracbes na pressao arterial (KAPLAN et al., 1991),
sistema locomotor (HAUSDORFF et al., 1997; TERRIER; DERIAZ, 2011), ciclos
respiratorios (PENG et al., 2002; SCHUMANN et al., 2010), visdo (AZEMIN et al., 2012),
término do periodo fértil e risco aumentado de mortalidade (LOPEZ-OTIN et al., 2013).
Embora o envelhecimento possa ser definido como a ruptura da auto-
organizacao dos sistemas (VASTO et al., 2010), os mecanismos bioquimicos e biolégicos
envolvidos no processo de envelhecimento sdo pouco compreendidos (DA COSTA et al.,
2016).
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Na busca sobre a compreensdo dos fatores responséveis pelo envelhecimento
humano, algumas teorias sao propostas. Dentre estas destacam-se: 1) Envelhecimento
programado (BJORKSTEN et al., 1968); 2) Encurtamento dos teldmeros (KRUK et al.,
1995) e 3) Teoria dos radicais livres (HARMAN, 1993).

1.1 TEORIAS SOBRE O PROCESSO DE ENVELHECIMENTO

1.1.1 Envelhecimento programado

A teoria do envelhecimento programado refere-se aos processos adaptativos
herdados durante o processo evolutivo, sugerindo que ha a normal deterioracdo
decorrente do envelhecimento referente a expectativa de vida limitada resultante dos
beneficios evolutivos adquiridos (GOLDSMITH, 2012). Essa teoria vem sido debatida nas
Ultimas décadas, no entanto, a veracidade desta e quais 0s mecanismos envolvidos ainda
permanecem pouco esclarecidos. Autores sugerem certo altruismo em relacdo a esta
teoria, postulando que o envelhecimento promove a eliminacdo de individuos em fase
pés-reprodutiva como o intuito de ndo competirem por recursos e evitando a
superpopulacéo, sugerindo o processo de adaptacao através de sucessodes de geracdes
(LONGO et al., 2005).

1.1.2 Encurtamento dos Teldmeros

Diversos estudos elucidam a teoria da instabilidade genémica (encurtamento dos
teldomeros) como importante fator responséavel pelo envelhecimento celular (KRUK et al.,,
1995; DA COSTA et al.,, 2016). Os teldmeros sado sequéncias repetidas de DNA
localizados na porgéo terminal dos cromossomos, 0s quais ndo podem ser totalmente
replicados pela DNA polimerase (JOHNSON et al., 1999). A cada divisao celular, ocorre
o encurtamento dos teléomeros (HAYFLICK; MOORHEAD, 1961), comprometendo a
manutenc¢ao e o normal funcionamento dos 6rgaos e consequentemente comprometendo
a homeostasia fisiologica. Grande parte dos tecidos apresentam significativo
encurtamento dos teldmeros, inclusive o tecido muscular esquelético (DJOJOSUBROTO
et al., 2003).
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1.1.3 Teoria dos radicais livres

Atualmente, a teoria dos radicais livres aceita estes como uma das principais
causas do envelhecimento humano (DA COSTA et al, 2016; HARMAN, 1981).
Paralelamente ao envelhecimento ocorre o aumento excessivo na producao de radicais
livres. Estes excedem a capacidade enddgena antioxidante, caracterizando o estresse
oxidativo (JANG; VAN REMMEN, 2011). A relacao entre o estresse oxidativo durante o
envelhecimento e o tecido muscular esquelético merece atencdo (FRANCESCHI et al.,
2007; RYALL et al., 2008).

As espécies reativas de oxigénio (EROs), resultantes do metabolismo de diversas
reacdes bioquimicas que envolvem as moléculas de oxigénio (NOVO; PAROLA, 2008)
sdo consideradas responsaveis por induzir danos as estruturas lipidicas, proteicas e ao
DNA celular (PIEDRAFITA et al., 2015; RINNERTHALER et al., 2015; THANAN et al.,
2014). Alem disso, o aumento do estresse oxidativo em individuos senis, afeta
negativamente tanto a translacdo quanto o turnover proteico (VOGEL et al., 2011). A
suposicdo de que o envelhecimento possa ser causado pelo aumento do estresse
oxidativo tem sido demonstrado em diversas pesquisas. Ha evidéncias de que a super
expressdo das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) promove o
aumento da expectativa de vida em Drosophilas melanogaster (ORR; SOHAL, 1994). De
maneira oposta, camundongos geneticamente modificados (-/-) para as enzimas
glutationa peroxidase 1 (GPx1), SOD1, SOD2 e SOD3, ndo apresentaram aumento na
expectativa de vida (HO et al., 1997). A deplecdo de SOD em camundongos promove
atrofia muscular semelhante a observada durante o envelhecimento, porém, com maior
incidéncia e mais precocemente (JANG et al., 2010). Estudos demonstram que o dano
oxidativo desencadeia a mutacéo deletéria do DNA mitocondrial resultando em disfungéo
deste e que o tecido muscular esquelético é particularmente suscetivel a esse fenbmeno
(HAGEN et al., 2004; HEPPLE et al., 2006).

O sistema enddcrino parece exercer importante fungcdo na modulacéo do estresse
oxidativo. As concentragdes fisiologicas de estrogeno (E2) em mulheres proporciona fungéo
protetora frente ao processo de envelhecimento, possivelmente devido ao aumento na
expresséo de genes relacionados & acéo antioxidante e longevidade (BORRAS et al., 2003;

VINA et al., 2011). Esse efeito foi confirmado em ratas ovariectomizadas pelo aumento da
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peroxidacao lipidica. Quando submetidas a reposi¢cado hormonal estrogénica, a peroxidagédo
lipidica foi semelhante aos valores observados em ratas intactas (BORRAS et al., 2003).

1.1.4 Envelhecimento neuroenddécrino

Diversas séo as alteragdes fisioldégicas associadas ao processo de envelhecimento,
dentre estas, destaca-se o declinio progressivo das funcdes do eixo hipotalamo-hipofise-
gbnadas, apresentando alteracbes em sua estrutura, sintese e liberacdo hormonal
(HERTOGHE, 2005; WANG et al., 2015; NICOLA et al., 2016). Esse declinio funcional
gradativo propicia deficiéncia enddcrina, a qual esta potencialmente envolvida com a
senescéncia humana (VITALE et al., 2012). Esse cenario é ainda mais complexo em
mulheres, devido as alteracbes dos hormonios ovarianos ocorrerem simultaneamente ao
envelhecimento (GREISING et al., 2011). Essas alteracdes se iniciam durante a fase de
transicdo entre o periodo fértil e o fim da vida reprodutiva feminina, denominada
perimenopausa (senescéncia reprodutiva). Durante este periodo especifico, ha
consideraveis alteracdes fase-dependentes que envolvem a ativacdo e desativacdo de
complexos sistemas regulatérios (PETRICKA; BENFEY, 2011). A reducdo da
neurosecrecao de horménios GnRH da regido medial basal do hipotalamo (RUBIN, 2000),
e alterada secrecao de neurotransmissores como o glutamato (NEAL-PERRY et al., 2005),
GABA (MITSUSHIMA et al., 2002), noradrenalina (MACKINNON et al., 1983) e kisspeptina
(DUNGAN et al., 2007; GIANETTI; SEMINARA, 2008), podem estar envolvidos no processo
de transicdo do envelhecimento feminino (NICOLA et al., 2016). Tanto a espécie humana
como roedores e primatas, demonstram similaridade durante a fase transicional
perimenopausal, apresentando irregularidade ciclica e fértil, além de flutuagcbes nas
concentragdes dos hormonios esteroidais e baixa sensibilidade ao E2 (BRINTON, 2012;
FINCH, 2014).

1.2 Alteragdes no tecido muscular esquelético e o envelhecimento neuroenddcrino

O periodo de transicdo menopausal e o concomitante declinio na concentracdo de
E2 esta relacionado com a diminuicdo da massa muscular (HALL et al., 2011; HARRIS,
1997; ROUBENOFF; HUGHES, 2000; THOMAS, 2007). Sabe-se que as concentragdes

plasmaticas dos hormdnios sexuais influenciam 0s mecanismos responsaveis pela
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manutenc¢do da massa muscular, possivelmente, através de a¢do direta do E2, uma vez que
foi demonstrada a existéncia de receptores para E2 (ERs) ha membrana celular, citoplasma
e membrana nuclear de fibras musculares (BROWN, 2008). Ha evidéncias sobre a relacao
entre as concentracdes de Ez e a capacidade de geracdo de forga muscular, pois em
roedores ovariectomizadas (OVX) foi observada diminuigéo entre 10 e 20% na geracgéo de
forca e esse efeito foi revertido pela reposicado estrogénica (17p-estradiol) (HERTOGHE,
2005; LIGHTFOOT, 2008).

As baixas concentracfes plasmaticas dos horménios sexuais, detectadas em
mulheres menopausadas (MESSIER et al., 2011), estdo relacionadas com a sarcopenia que
€ caracterizada pela perda progressiva da massa e forca muscular (CLOSE et al., 2007;
TAN et al., 2012) diminuicdo da area de secc¢ao transversa de fibras musculares glicoliticas
(tipo 1) e, consequentemente reducdo da eficacia das proteinas contrateis durante o
envelhecimento (LEGER et al., 2008). Durante esse periodo, a diminuicdo das
concentracbes plasméticas estrogénicas (estradiol e estrona) ocorre de maneira muito
rapida, por volta de seis meses previamente a menopausa, onde as diminuicées do estradiol
sdo mais severas (RANNEVIK et al., 1995; SIPILA et al., 2013). A sarcopenia (perda da
massa muscular) pode ser explicada por diversos fatores: reducdo da capacidade de auto
reparo muscular (COLLINS et al., 2005), aumento da apoptose mitocondrial mediada pelo
aumento de calpainas (DIRKS; LEEUWENBURGH, 2005; VON et al., 2006), aumento dos
niveis de estresse oxidativo (CONLEY et al., 2000; SIU et al., 2008), alterac6es no turnover
proteico (NAIR, 1995), alteracdes hormonais e de citocinas (LEE et al., 2007), desenervacao
progressiva, reduzida da capilarizacdo e aumento do infiltrado adiposo intra-miocelular
(TAN et al., 2012).

Destacamos também, outros hormonios que influenciam a homeostasia muscular,
como o hormdnio do crescimento (GH) e o fator de crescimento derivado da insulina (IGF-
1) (DA COSTA, 2016), ambos diminuidos durante o envelhecimento. Além disso, parece
haver intima relacéo sobre os beneficios promovidos pelo E2 no tecido muscular esquelético
e a via IGF-1/Akt/mTOR (OLIVIERI et al., 2014; POLLANEN et al., 2010).
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1.3 O envelhecimento e as vias de sinalizacao relacionadas a manutencao do
tecido muscular esquelético

Durante o envelhecimento o tecido muscular esquelético passa por diversos
processos de remodelamento estrutural e funcional, resultando em desarranjo de vias
responsaveis por sua homeostase (SANDRI et al., 2013). O tamanho das fibras musculares
€ controlado por dois processos simultaneos: o turnover celular, refletindo em acréscimo ou
perda mionuclear, e o balanco entre a sintese e a degradacéo proteica. A contribuicdo das
células satélites nos processos de proliferacdo e fuséo as fibras musculares durante a fase
embrionaria/neonatal € bem evidenciado (PALLAFACCHINA et al., 2012). No entanto, a
relevancia da perda mionuclear durante o envelhecimento é controversa. Por outro lado, o
desbalanco entre a sintese e a degradacédo proteica durante a senescéncia € o principal
responsavel pela atrofia muscular em idosos, modulada pela classica via denominada
insulin growth-factor 1 (IGF-1), e pela consequente ativacdo das quinases protein kinase B
(Akt), mammalian target of rapamycin (nNTOR) e a Ribosomal protein S6 kinase beta-1
(P70S6K1) (SANDRI et al., 2013).

A via IGF-1/Akt exerce grande influéncia no processo de envelhecimento muscular.
O aumento na sintese proteica ocorre devido a ativacdo da mTOR e simultanea inibicdo da
degradacdo proteica por meio da inibicdo da via Fork head box (FoxO) e a reducdo da
massa muscular se deve a diminuigéo da atividade da Akt (SCHIAFFINO, MAMMUCARI,
2011; SCHIAFFINO et al., 2013). No entanto, o aumento da via dFoxO, homodlogo a via
FoxO em Drosdfilas, ndo somente preserva a funcdo muscular como também estimula o
processo autofagico reduzindo a quantidade de proteinas agregadas no tecido muscular,
comum durante o envelhecimento (DEMONTIS, PERRIMON, 2010). Apesar das evidéncias
sobre as alteragbes protedbmicas e epigenéticas comuns durante o processo de
envelhecimento, ha diversas questdes a serem elucidadas (SORIANO-ARROQUIA et al.,
2016).

Os microRNAs emergiram como importantes moduladores da expressao génica
relacionados ao desenvolvimento e homeostase muscular durante a senescéncia. Os
MiRNAs sdo pequenas sequéncias de RNA compostos por aproximadamente 22
nucleotideos que exercem fundamental papel nas complexas sinalizacdes regulatérias pos-

transcricionais sobre a manutencdo das fungbes celulares como crescimento,
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desenvolvimento e metabolismo (FAN et al.,, 2016). Estima-se que 60% dos genes em
humanos sejam regulados por miRNAs, sugerindo que o tecido muscular esquelético seja
rico em miRNAs e que os mesmos desempenhem importantes funcées em processos
bioldgicos como o silenciamento de genes, como observado em idosos (ZACHAREWICZ et
al., 2013). As funcdes dos miRNAs podem ser realizadas tanto pela supressao da translacéo
de seu RNAm alvo ou pela degradacao deste, demonstrando potente e sensitiva regulacéo
sobre a expressao genica e fungdes celulares durante o processo de envelhecimento do
tecido muscular esquelético (GUO et al., 2010).

O tecido muscular de animais jovens e idosos apresenta diferencas substanciais em
relacdo a expressdo génica e proteica (MCDONAGH et al., 2014), e consequentemente
alteracdes na expressao dos miRNAs (JUNG, SUH, 2014). Apesar da existéncia de poucos
estudos avaliando os efeitos da desregulacdo dos miRNAs no envelhecimento muscular
(HU et al., 2014), sugere-se que tais alteracbes possam estar envolvidas na perda de massa
muscular observada em idosos.

Por meio de analises moleculares em tecidos musculares que apresentavam atrofia
foi observado aumento expressivo de duas ubiquitinas ligase fortemente envolvidas em
processos atréficos musculares, denominadas Muscle Ring Finger 1 (MuRF-1) e Muscle
Atrophy F-box (MAFbx) (BODINE et al., 2011). Tais genes sdo modulados pela familia de
genes transcricionais Forkhead (FoxO), especialmente FoxO1l e FoxO3 (SANDRI et al.,
2004). Durante o processo atrofico, a FoxO3 se liga a regido promotora da MAFbx
resultando em aumento da transcricdo de MAFbx e consequentemente levando a atrofia
muscular (SANDRI et al., 2004). O miR-182 demonstra direta interagdo com a FoxO3, se
ligando a regido 3’ UTR, levando a reducdo das concentracfes proteicas desse gene
(HUDSON et al., 2014). Além disso, a super expressao do miR-182 foi capaz de proteger a
atrofia induzida por dexametasona em cultura de células musculares, via inibicdo da FoxO3
(HUDSON et al., 2014).

Os estimulos induzidos pelas jun¢des neuromusculares (JNM) junto as fibras
musculares séo essenciais para a manutencado da massa muscular (VALDEZ et al., 2010).
No entanto, a estabilidade das JNM declina durante o envelhecimento, sendo um dos
principais fatores responsaveis pelo comprometimento da massa muscular em idosos
(BUTIKOFER et al., 2011; SAKELLARIOU et al., 2014). Recente estudo demonstrou a
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relagdo do miR-206 no controle homeostatico dos JNM em roedores senis, onde a auséncia
deste miRNA acelerou o processo de atrofia das fibras musculares induzido por
desnervacédo (VALDEZ et al., 2014). Tal efeito se deve ao efeito inibidor deste miRNA sobre
fatores que levam ao aumento do processo de desnervacdo, como a histona deacetilase
(HDCA4) e o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (WILLIAMS et al., 2009). Outros
fatores que também participam do processo de desnervacao dos JNM como fator iniciador
de translacéo (EIF4E3) e o fator de morte celular programado (PDCD10), parecem ter sua
expressao reduzida na presenca do miR-206 e miR-21 (SOARES et al., 2014).

A via IGF-1 demonstra grande potencial em modular a massa muscular (ADAMS,
McCUE, 1998; LEE et al., 2004). Por outro lado, o miR-1 é expresso inversamente ao IGF-
1, exercendo efeito inibidor sobre a expressdo deste (ELIA et al.,, 2009; HITACHI;
TSUCHIDA, 2014; WANG, 2013), desempenhando importante funcdo no mecanismo

regulatorio pos-transcricional da massa muscular em idosos.

1.4 Influéncia da terapia hormonal estrogénica sobre a massa muscular em
mulheres

Dentre as estratégias utilizadas com o objetivo de prevenir e minimizar o
deterioramento da massa muscular em mulheres menopausadas, a terapia hormonal
estrogénica (THE) demonstra resultados positivos. Porém, a literatura apresenta resultados
contraditorios (MESSIER et al., 2011). Estudos prévios demonstram que a administracdo de
E2 por 12 semanas foi capaz de promover aumento de massa magra (SYRENSEN et al.,
2001) e prevencdo da perda de massa muscular em mulheres (JONES et al.,, 2009;
SORENSEN et al., 2001). Por outro lado, n&o foi observado aumento significante da massa
muscular em mulheres que receberam administragéo de E2 por 64 semanas (HANSEN et
al., 2003) e também a inexisténcia de diferenca em relacdo a incidéncia de diminuicéo da
massa muscular entre mulheres com e sem reposi¢cao hormonal estrogénica (KENNY et al.,
2003). Além disso, a THE parece exerce efeito antioxidante (LI; XIANG; PING, 2015) via

seus respectivos receptores.
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1.5 Efeitos da pratica do treinamento de forga sobre a massa muscular durante a
senescéncia feminina

Além da THE, atualmente, a pratica do treinamento de forca (TF) resulta em efeitos
positivos na prevencdo e na diminuicdo dos efeitos da sarcopenia (GARCIA-PALLARS;
IZQUIERDO, 2011; HARDEN, 2013; JONES et al., 2009; SAKUMA; YAMAGUCHI, 2010).
Os beneficios promovidos pela pratica do TF sao diversos e incluem o aumento na producgéo
de forca (GARCIA-PALLARS; IZQUIERDO, 2011), hipertrofia das fibras musculares
(principalmente as do tipo 11A), aumento no tamanho do dominio mionuclear (GREIG et al.,
2011), da sintese proteica (TANG et al., 2008), aumento na expressdo de fatores de
regulacdo miogénica (MRFs) (COSTA et al., 2007; KIM et al., 2005; SNIJDERS; VERDIJK;
VAN LOON, 2009) e efeito anti-inflamatério (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Recentes
estudos sugerem que a pratica do TF (9-16 semanas) promove o0 aumento da area da fibra
muscular com concomitante aumento na ativacao e proliferacdo de células satélites (KADI;
CHARIFI; DENIS, 2004; KADI et al., 2004; OLSEN et al., 2006; PETRELLA et al., 2006) e a
diminuicdo da expressao de miostatina (COSTA et al., 2007). O protocolo experimental
proposto por Hornberger e Farrar (HORNBERGER; FARRAR, 2004b) foi capaz de induzir
adaptacdes fisiol6gicas decorrentes da pratica do TF em ratos semelhantes ao observado
em humanos. Apds 8 semanas de TF, com auxilio de escada e sobrecarga, os autores
observaram aumento de 23% no peso total no musculo flexor longo do halux (FLH),
concomitante aumento de 24% no conteudo proteico miofibrilar e a hipertrofia deste masculo
em ratos jovens. No entanto, 0S mecanismos responsaveis tanto pelo processo hipertrofico
e aos demais efeitos citados anteriormente permanecem pouco compreendidos (TANG et
al., 2008), especialmente em relacdo ao organismo feminino no periodo do envelhecimento.

O exercicio fisico por si s6 ndo € capaz de prevenir as mudancas no tecido muscular
esquelético induzida pelo envelhecimento. Outros fatores como os hormdnios anabdlicos
(E2, IGF-1 e Testosterona) s&o considerados mecanismos subjacentes (RYALL;
SCHERTZER; LYNCH, 2008). Embora seja aceito que as mudancas estruturais e funcionais
do musculo esquelético sejam inevitaveis, ndo esta claro se os efeitos deletérios presentes
durante o processo de envelhecimento possam ser cessados ou até mesmo revertidos
(MELOV et al., 2007; RYALL; SCHERTZER; LYNCH, 2008). A combinacdo, TF e THE,

resulta em efeitos positivos em mulheres menopausadas, ou seja, aumento significativo na



32

area de seccgdo transversa muscular, porém, sem diferencas significativas quando
comparados ao efeito isolado da suplementacédo estrogénica (SIPILA et al., 2001). No
entanto, oS mecanismos responsaveis por tais melhorias ainda sdo pouco elucidados.
Portanto, ha controvérsias sobre o efeito combinado destes. Sendo assim, tal combinacéo
merece atencao, onde as variagdes na concentracdo hormonal e a caracterizagcdo do TF
pertinentes ao presente estudo possam revelar diferentes resultados em relagdo aos

demonstrados pela literatura.
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2.0 JUSTIFICATIVA

Dentre as diversas alteracdes fisiol6gicas pertinentes & menopausa e ao avango da
idade, a alteracdo das vias de manutencéo do tecido muscular esquelético merece atencao
devido a gravidade de suas modificacBes e o impacto funcional causado. Diversos estudos
demonstram que o E2 exerce importante funcéo frente aos mecanismos responsaveis pela
manutenc¢ao do tecido muscular esquelético. No entanto, ndo esté totalmente clara a relacédo
do E2 com a miogénese muscular, principalmente durante o envelhecimento. A THE
demonstra-se benéfica, porém, as diferentes doses, periodos de administracdo e
interferéncias de fatores como administracdo medicamentosa e perfil nutricional tornam os
resultados contraditorios (MESSIER et al., 2011). Importante detalhe se refere ao modelo
experimental a ser utilizado no presente estudo. Usamos as ratas Wistar como modelo
experimental devido ao fato destas apresentam ciclicidade estral semelhante ao ciclo
menstrual observado em mulheres, ou seja, perfil hormonal similar. Com o envelhecimento,
as ratas tornam-se aciclicas, pois entram em estadgio denominado de estro constante,
caracterizado por concentracdo baixa e constante de E2 e células vaginais cornificadas
(CHAKRABORTY; GORE, 2004; FERREIRA et al., 2015). Apés este periodo, as ratas
passam por estagio chamado diestro persistente, em que a concentracdo do estrogénio €
mais baixa (embora detectavel) e apresentam citologia vaginal leucocitaria (LEFEVRE;
MCCLINTOCK, 1988; NICOLA et al., 2016). Portanto, a senescéncia reprodutiva €&
caracterizada por periodos de ciclo estral irregular e com fases prolongadas, sendo referido
como periestropausa ao periodo que antecede o cessar da ocorréncia do proestro,
denominado de estropausa (CHAKRABORTY; GORE, 2004). Dessa forma, durante o
décimo sétimo més de idade, o ciclo estral dos animais foi acompanhado mediante
esfregaco vaginal (diario) para a confirmagéo da aciclicidade estral até o décimo oitavo més,
idade em que iniciamos 0s protocolos experimentais da terapia hormonal estrogénica (THE)
e treinamento de forga (TF).

Diversas pesquisas com o objetivo de avaliar as consequéncias da menopausa bem
como possiveis intervencdes para prevencdo e/ou reversdo da sarcopenia, realizam a
castracdo em fémeas jovens. Mesmo que a castracao determine o hipoestrogenismo, o
modelo ndo mimetiza os efeitos pertinentes do envelhecimento fisiolégico natural sobre

orgaos e sistemas. Sabe-se que o envelhecimento enddcrino ocorre de maneira simultanea,
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ou seja, envelhecimento central e periférico (hipotalamo-hipéfise-gbnadas). Sendo assim, o
presente modelo busca mimetizar as situacdes reais de envelhecimento observadas
durante a menopausa. Ha diversas questfes a serem elucidadas sobre o efeito da pratica
de TF, da THE e associa¢ao destes sobre o TME durante o envelhecimento. Em relacao a
pratica de exercicios e 0 avanco da idade, ndo esta claro como o envelhecimento afeta a
resposta adaptativa ao TF, especialmente no organismo feminino (GREIG et al., 2011).
Poucos estudos sobre envelhecimento muscular trazem relatos sobre os efeitos do
envelhecimento e da resposta induzida pelo TF em mulheres. Além disso, ndo esté claro se
as adaptac6es musculares induzidas pelo exercicio diferem em mulheres menopausadas
com e sem THE (HALL et al., 2011).

Devido as alteracbes do sistema muscular esquelético observado durante o
envelhecimento, o risco de quedas torna-se cada vez mais frequente, tornando-se desafio
para os sistemas de saude publica e que precisa urgentemente ser abordado (COLUMBIA,
2012). As quedas estao relacionadas como causa de parte grande das hospitalizagoes,
injurias, dores crénicas, reducdo da qualidade de vida, perda da autonomia (atividades
rotineiras), imobilizacéo, depressédo e em varios casos, resulta em ébito (HALPERIN et al.,
2012; VAN DEN BERGH; VAN GEEL; GEUSENS, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Avaliar os efeitos da terapéutica hormonal estrogénica, da pratica do TF e da
associacao, sobre o estresse oxidativo e a manutencdo da massa muscular de ratas na

periestropausa.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar se as intervencdes citadas anteriormente de maneira isolada ou em
associacdo poderiam amenizar a perda da massa muscular durante a periestropausa,
atenuando o estresse oxidativo e consequentemente promovendo melhorais sobre os

mecanismos (epigenéticos) responsaveis pela manutencao do tecido muscular esquelético.

4 HIPOTESE

Hipotetizamos que os beneficios induzidos pela terapéutica hormonal estrogénica e
pela pratica do treinamento de forca e quando associados minimizam a producao de
estresse oxidativo muscular, contribuindo para manutencdo da massa muscular em ratas

periestropausadas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais e delineamento experimental

Os experimentos foram realizados com ratas Wistar (Rattus norvergicus
albinus), obtidas junto ao biotério central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba -
FOA-UNESP, com idade inicial de dezessete meses e vinte e um meses ao final do
periodo experimental. Os animais foram mantidos no Biotério do departamento de
Ciéncias Basicas com controle de umidade (55+10 %), temperatura (22+2°C) e ciclo de
luz claro-escuro (12h/12h - inicio da fase escura 19 horas). Para evitar a influéncia da
hereditariedade em nossos resultados, os animais foram aleatoriamente distribuidos e
alojados 4 animais por caixa e tiveram livre acesso a racdo (Presence® Ratos e
Camundongos, Paulinia, SP, Brasil) e agua. O protocolo experimental foi aprovado
(Anexo 1) pela Comissdo Local de Etica no Uso de Animais da presente instituic&o
(UNESP — Aracgatuba (CEUA)).

Em relacdo aos critérios de inclusédo e excluséo, utilizamos somente fémeas
multiparas e com aciclicidade estral, avaliado por meio do acompanhamento do ciclo
estral (EVANS; LONG, 1922; CORA et al., 2015), onde a alteracdo na duracédo das 4
fases do ciclo estral (Metaestro, Diestro, Proestro e Estro) expressam de maneira
indireta as concentracdes plasmaticas dos hormbnios ovarianos. Portanto, somente
ratas que apresentaram estas caracteristicas apds 03 ciclos consecutivos constituiram
0S grupos experimentais. Os animais receberam a THE e/ou foram submetidas a prética
do TF por 16 semanas.

5.2 Grupos Experimentais

Ap6s o acompanhamento de 01 més do ciclo estral (17° ao 18° més) e
confirmacéo da aciclicidade dos animais, estes foram distribuidos (10 animais por grupo)
nos seguintes grupos:

1) Grupo nao treinado (NT-Veh): ratas aciclicas que ndo foram submetidas a pratica
do TF e ndo receberam a THE, somente injecdes com o veiculo diluente (6leo de milho)

usado para diluicado do 17B-estradiol;
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2) Grupo néo treinado e com THE (NT-E-2): ratas aciclicas que nao foram submetidas
a pratica do TF e receberam a THE (17 B-estradiol);

3) Grupo treinado (TF-Veh): ratas aciclicas submetidas a pratica do TF e nao
receberam a THE, somente injecdes com o veiculo diluente (6leo de milho);

4) Grupo treinado (TF) e com THE (TF-E2): ratas aciclicas submetidas a pratica do TF
e receberam a THE (17 B-estradiol).

O estudo foi desenvolvido com mascaramento parcial dos dados, onde as pessoas
envolvidas possuiam conhecimento minimo sobre 0os nomes e as intervencdes aplicadas

ao0s grupos experimentais.

5.3 Terapéutica hormonal estrogénica

Os animais pertencentes aos grupos NT-E2 e TF-E2 receberam a THE (17p-estradiol,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MS, USA) duas vezes por semana (25 pg/kg/dose) (adaptado
de MAROSI et al., 2012) por via subcutanea durante 16 semanas.

5.4 Testes funcionais

5.4.1 Teste de deambulacéo

A avaliacdo de deambulagcédo possui elevada correlagdo com a forca muscular,
sendo 6timo indicativo do estado da fun¢cdo muscular esquelética (KENNEL et al., 1996).
Neste teste, as patas traseiras dos animais foram colocadas em contato com tinta
(guache) nao toxica e em seguida, os animais foram posicionados em uma caixa
retangular de madeira (45 cm de comprimento, 8 cm de largura e 20 cm de altura; sem
teto e forrada com papel branco) para caminharem por trés tentativas. Antes de terem as
patas pintadas, os animais caminharam pela caixa trés vezes. Em seguida, o
comprimento da passada foi mensurado. Os dados foram obtidos previamente (17 meses

de idade) e ao fim do periodo experimental (21 meses de idade).

5.4.2 Avaliacéo da atividade locomotora em campo aberto
A atividade locomotora (AL) foi avaliada em campo aberto em condigdes similares
as que os animais encontram em seu habitat (biotério). A AL foi avaliada durante o

periodo noturno (fase escura) onde o0s animais apresentam maior atividade motora.
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Previamente a obtencdo dos dados, os animais foram colocados em caixas (caixa de
polietileno,40x40x30 cm), semelhantes as que 0s mesmos permanecem no biotério. A
caixa foi colocada em sala com temperatura e humidade controladas (22+ 2°C, 60%) e,
em seguida, os animais, individualmente, foram colocados na caixa para explorarem o
ambiente 30 minutos antes do inicio da obtencdo dos dados. Em seguida, foi acoplado
ao dorso dos animais, aparato com emissdo de luz, constituido de velcro, lampada
ultravioleta (UV) (ndo detectavel pela retina de roedores) e pequena bateria de litium. O
movimento de cada animal foi gravado durante 30 minutos por camera digital de alta
definicdo (Cisco TelePresence Precision HD USB Camera, Amsterdam, Netherlands)
acoplado a software especifico para este tipo de andlise (Master Track movement
recorder system, Aracatuba, SP, Brasil). A camera foi acoplada em suporte a distancia
de 1,30 m em relacdo ao aparato de emissdo de luz, permitindo a captacdo de todo a
extensdo da caixa, como também da movimentacdo dos animais dentre deste perimetro.
A distancia total percorrida, tempo e velocidade de movimentacdo foram obtidos. Os
dados foram obtidos previamente (17 meses de idade) e ao fim do periodo experimental

(21 meses de idade).

5.5 Protocolo de treinamento de forca e mensuracéo da capacidade maxima de
geracao de forca voluntaria (CMGFV)

Inicialmente, os animais foram familiarizados (adaptados) a escada (1.1 x 0.18 m,
2 cm de espaco entre os degraus, 80° de inclinacdo), utilizada para a realizagdo do
protocolo de TF. O periodo de adaptacéo teve duracdo de trés sessfes em dias ndo
consecutivos sem o uso de sobrecarga (HORNBERGER; FARRAR, 2004;
STRINGHETTA-GARCIA et al.,, 2016). ApGs o periodo de adaptacédo, a capacidade
maxima de geracdo de forca voluntaria (CMGFV) foi avaliada. O teste de CMGFV foi
realizado com o uso de aparato [(BD Falcon 50 mL conical tube, BD Sciences®, Bedford,
MA, USA) e esferas de aco (Cabana S/A, Sao Paulo, SP, Brasil)] utilizado com
sobrecarga, presa a parte proximal da cauda dos animais com o auxilio de fita adesiva
(Missner, Missner & Missner, Blumenau, SC, Brasil). A sobrecarga inicial imposta foi
correspondente a 75% da massa corporal dos animais (individual), sendo acrescida em

30 gramas a cada sesséao realizada de maneira completa (subida completa da escada).



A cada tentativa, os animais descansaram por 5 minutos, e em seguida realizaram nova
série até que ocorresse a insucesso na subida da escada (subida incompleta). Quando a
falha ocorreu, a sobrecarga anterior a falha foi considerada como a CMGFV, utilizada
para controle a intensidade do TF e induzir correta sobrecarga a cada animal, respeitando
o0 principio da individualidade do treinamento. O teste de CMGFYV foi realizado a cada 30
dias para que fosse mantida a intensidade suficiente para a obtengéo de beneficios ao
tecido muscular esquelético, uma vez que 0s animais se adaptam rapidamente as
sobrecargas impostas.

Durante a primeira semana do protocolo de treinamento, os animais realizaram o
TF com sobrecarga de 60% em relacéo ao teste inicial de CMGFV, na segunda semana
com 70% e na terceira 80%. A intensidade de 80% foi mantida até o final do periodo
experimental, 16 semanas. Os animais realizaram trés sessdes semanais de TF em dias
nao consecutivos e cada sesséo foi constituida por seis séries (subidas), resultando entre
48 a 62 movimentos isotonicos por série (HORNBERGER; FARRAR, 2004). A figura 1

apresenta o esquema do delineamento experimental.

5 subidas por sess3ao (2 min descanso)

3 xsemana por 16 semanas = 48 sessoes
Coleta musculo 48h apos ultima sessao

5
1 § :
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Adaptacao Adaptacioao +
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biotério Ciclo estral j
27 : - a '::>

Capacidade maxima
de geracdode forga
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Figura 1 - Representacéo do delineamento experimental.
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5.6 Coleta do tecido muscular esquelético e sangue

Quarenta e oito horas apoés a ultima sesséo de TF, os animais foram decapitados
para coleta de sangue e do musculo Flexor longo do halux (FLH). A escolha do masculo
FHL se deve ao fato de ser o principal musculo recrutado e responsivo ao método de TF
proposto em nosso estudo (HORNBERGER; FARRAR, 2004) e também por ser
constituido principalmente por fibras glicoliticas, as mais afetadas durante o
envelhecimento. Os musculos FLH de ambos os membros foram cuidadosamente
dissecados, pesados e em seguida armazenados de acordo com as respectivas analises
realizadas (Fig. 2). O musculo FLH direito foi destinado a analise de imunofluorescéncia
para determinacdo de fibras do tipo | (oxidativas) e producédo de anions superéxido por
meio de sonda especifica (Dihidroetidina (DHE)). Previamente a inclusdo, incisao
transversal na regido medial foi realizada cuidadosamente com o auxilio de lamina e base
de cera dental, onde a incisdo tem grande importancia para a penetracdo do isopentano
no tecido durante o processo de congelamento. Em seguida, o tecido foi fixado com uso
de Tissue-Tek (Sakura Finetek Inc, Torrance, CA, USA), posicionado em base
identificada e orientado pela regido tendinosa, onde a loja posterior do FLH foi colocada
em contato com o meio fixador, mantendo o tecido na correta posicdo durante o
congelamento. Apdés a fixacdo e orientacdo, o tecido foi imerso em isopentano
(crioprotetor que evita o surgimento de artefatos nas amostras) pré-resfriado em
nitrogénio liquido até que o tecido estivesse congelado, e em seguida, armazenados em
nitrogénio liquido. O muasculo FLH do membro esquerdo foi destinado a avaliacfes
epigenéticas (RNAmM e microRNA) e proteicas. Logo apds a remocéo, o tecido foi pesado,
armazenado em tubos RNAse free, rapidamente congelados em nitrogénio liquido e
posteriormente armazenados em freezer - 80°C (Indrel Ultra Freezer, Indrel Ind Ltda, PR,
Brasil).

O sangue foi rapidamente armazenado em tubos devidamente heparinizados e em
seguida centrifugados (3000 rpm; 15 minutos; 2°C) (Beckman J-6M Induction Drive
Centrifuge; Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, USA). O plasma foi aliquotado e

armazenado a - 20°C até a quantificacdo plasmatica estrogénica.



44

Lateral
Peroneus /7 v, gastrocnemius

longus

Soe [ S
\Q:;Z “/){ Tibialis Tibialis
£=_y/  posterior i
’,z;,, anterior

Figura 2 — Imagem do musculo Flexor longo do halux (sinalizado com a seta) apos a
remocao. Ao lado, a localizag&o anatébmica (FHL) do tecido localizado no membro inferior
de roedores (modificado de HORNBERGER; FARRAR, 2004).

5.7 Anélise da estrutura muscular esquelética: Imunofluorescéncia para fibras do
tipo | e determinagdo da area de secc¢éo transversa

Cortes histoldgicos longitudinais com 10 um espessura foram obtidos com o auxilio
de criostato (Leica CM 1850, Leica Biosystems, Nussloch, BW, Germany). A
imunoistoquimica para as Cadeias Pesadas de Miosina do tipo | (MHCI) foram realizadas
apos fixacdo dos cortes histoloégicos em formalina a 4% (Sigma-Aldrich; #HT501128,
Brasil) por dez minutos em temperatura ambiente, permeabilizadas em Triton X-100 a
0.2% (Bio-Rad; #01-0407, USA) e albumina sérica bovina a 1% (BSA; Amresco, #E588,
USA), diluida em PBS (Tampao Fosfato de Salina; Sigma-Aldrich, #P4417, Brazil) por
dez minutos e, o bloqueio realizado em goat serum a 10% (Sigma-Aldrich, G9023, Brazil)
em PBS por 45 minutos. Os espécimes foram incubados em solucdo contendo os
anticorpos primarios para: 1) MHCI (diluicao 1:6.000; Abcam, #ab11083, USA) para a
diferenciacédo de fibras do tipo I; e 2) Laminina (diluigdo 1:100; Abcam, #ab7784, USA)
para a delimitacdo das fibras musculares, com goat serum a 1.5% diluido em PBS, por
uma hora e trinta minutos em temperatura ambiente. Apds lavagem com Triton X-100 a
0.2% diluido em PBS, os cortes foram incubados por quarenta minutos em PBS contendo
goat serum a 1.5% e os respectivos anticorpos secundarios para MHCI (1:500 dilui¢ao;
Alexa Fluor 568 goat anti-mouse (Life Technologies, #A11004, USA), e Laminina (1:500
diluicdo; Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit, Life Technologies, #A11008, USA). Apés trinta
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minutos de lavagem em Triton X-100 a 0.2% diluido em PBS, as laminas foram cobertas
com laminulas com o uso de glicerol (60% Glicerol, 40% 0.1 M Tris-HCI pH 9.3).

Em seguida, a avaliacdo da area de seccéo transversa (AST) foi realizada, onde
avaliamos em torno de 300 fibras por animal, utilizando software ImageJ (Image
Processing in Java, Bethesda, MD, NIH, USA). A captura das imagens foi realizada com
magnificacdo de 200x em objetiva de 20x. A aquisicdo das imagens foi processada em
computador acoplado ao sistema de video por software especifico (LAS V4.2, Leica
Microsystems, Wetzlar, Hessen, Germany). Todas as analises foram conduzidas por

mesmo avaliador, cego a identificacdo dos grupos experimentais (SRLM).

5.8 Avaliacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
5.8.1 Produtos da oxidacédo de dihidroetidina

A dihidroetidina (DHE) € molécula nao fluorescente que ao ser oxidada por ERO
produz intercalantes de DNA que emitem fluorescéncia. A fluorescéncia total (observada
em microscopio de fluorescéncia) derivada da oxidacdo da DHE permite a analise da
producéo total de EROS em tecidos, mais especificamente de anions superoxido. Para
analise de fluorescéncia total, sec¢cdes dos musculos (10 um) foram incubadas com DHE
(10 uM) a 37°C por 30 min (MANSOUR et al., 2012; SULLIVAN-GUNN et al., 2011). As
imagens foram obtidas em microscoépio confocal (Zeiss LSM510 Meta) e a intensidade
de fluorescéncia quantificada por meio do programa Image J (Scion Corporation, NIH,
EUA).

5.9 Sistema de defesa antioxidante

5.9.1 Atividade da superoxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi avaliada pelo método que consiste
na inibicdo da reducdo do citocromo C por radicais superéxidos gerados pelo sistema
xantina-xantina-oxidase, proporcionada pela SOD, que compete com o citocromo C pelos
radicais gerados (MCCORD; FRIDOVICH, 1969). O musculo FLH foi homogeneizado em
tampao fosfato (50 mM PBS, pH 7,4 + 1mM EDTA) e centrifugado (12000 x g durante 15
minutos a 4°C). Inicialmente, a taxa de reducao do citocromo C foi avaliada na auséncia

das amostras, pela leitura da taxa de alteracdo de absorbancia em 550nm durante 5
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minutos, em solug&o contendo citocromo C (19 mM), xantina (1,18 mM) e xantina oxidase
diluidos em tampéao fosfato (0,05 M, pH 7,8). A concentracdo de xantina oxidase foi
ajustada para uma taxa de reducao de citocromo C de 0,025 unidades de absorbancia
por minuto (UA/min). Na sequéncia, a taxa de reducéo de citocromo C foi acompanhada
durante 5 minutos na presenca da amostra diluida na solucdo supracitada. A atividade
de SOD da amostra foi calculada pela diferenca entre a taxa de oxidagéo de citocromo C

e na presenca de amostra.

5.9.2 Atividade da catalase

A atividade da catalase foi avaliada pelo acompanhamento da decomposicao de
peréxido de hidrogénio adicionado as amostras, por meio de leitura de absorbancia em
240nm. O tecido muscular foi homogeneizado em tampé&o fosfato (50 mM PBS, pH 7,4 +
1 mM EDTA) e centrifugados (12000 x g durante 15 minutos a 4°C). A fragéo
sobrenadante foi utilizada no ensaio. O perdxido de hidrogénio foi adicionado ao lisado
na concentracédo final de 10mM e a absorbancia em 240 nm foi acompanhada durante 4
minutos. A taxa de decaimento da absorbancia correspondeu a atividade de catalase
presente na amostra testada (WEYDERT; CULLEN, 2010).

5.9.3 Atividade de glutationa

Para avaliacdo dos niveis totais de glutationa, principal agente redutor celular,
utilizamos kit de deteccdo fluorescente (Glutatione Fluorescent Detection Kit, Arbor
Assays LLC, EUA). Aproximadamente 15 mg dos musculos foram homogeneizados em
tampao fosfato gelado (100 mM, pH 7) e centrifugados (14000 x g por 10 min a 4°C). As
proteinas do sobrenadante foram precipitadas com volume igual de acido sufosalicilico
(5%) gelado. Os niveis de glutationa foram avaliados por fluorescéncia (Aexc 390 nm,
Aem 510 nm) em espectrofluorimetro de placa de 96 pogos (Wallac Victor2 1420-
Multilabel Counter, Perkin EImerTM, EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante.

5.10 Dosagem plasmaética de estradiol
A concentracdo plasmatica de estradiol foi determinada por meio de kit de ELISA

(IBL International GMBH, Hamburg, Germany), seguindo as orientacoes fornecidas pelo
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fabricante. As amostras sanguineas foram obtidas quatro dias apdés a Ultima
administracao de estradiol, em seguida centrifugadas (1500 x g, 15 min, 4°C) e o0 soro
removido e armazenado a -80°C até a realizacdo das analises. As amostras foram
distribuidas em triplicatas e a concentracdo minima detectavel foi de 0.28 ng/mL. Os

valores foram apresentados em ng/mL.

5.11 Extracdo do RNA total e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido do musculo FLH com o uso de TRIzol (Life Technologies,
CA, USA) de acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Em seguida foi
avaliado a concentracéo e pureza do RNA por meio da mensuracdo da absorbancia em
260 e 280 nm com uso de NanoDrop (NanoDrop Technologies, USA). A integridade do
RNA foi confirmada por meio de eletroforese em gel de agarose. Em seguida, realizamos
a transcricao reversa para sintese de cDNA. O cDNA foi sintetizado a partir de 1ug de
RNA total com uso de kit (High Capacity RNA-to-cDNA kit; Life Technologies, USA)
seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Ja a sintese de cDNA para a avaliacao
de MicroRNAs (miRNAs) foi realizada com o uso de kit especifico para a transcricao

reversa de miRNAs (TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit, Life Technologies).

5.12 Anélise quantitativa em tempo real - PCR (gRT-PCR)

As analises quantitativas em tempo real foram realizadas em um ABI PRISM 7500
SDS (Life Technologies), usando o método de Tagman para miR-1 (#TM002222; Applied
Biosystems, USA), miR-181a (#TM00480; Applied Biosystems, USA), Esr 1-a
(#Rn01640372_m1; Applied Biosystems, USA), Esr 2-B, #Rn00562610_m1; Applied
Biosystems, USA) and U6 (#TM 001013; Applied Biosystems, USA). A expressao relativa
de IGF-1, Atrogin, Muscle Ringer Finger-1 (MURF-1), Sirtuina 1 (Sirtl), fator eritroide
nuclear 2 (Nrf2), Cytochrome C oxidase subunit 4 (COXIV), G protein-coupled receptor
GPR30 (GPR30) e Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT1) foram
avaliados com uso de SYBR Green. Os primers foram construidos especificamente de
acordo com as caracteristicas genéticas do modelo experimental utilizado neste estudo

com uso de ferramenta especifica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A

sequéncia de cada primer esta demonstrada na tabela 1. Os valores quantitativos obtidos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

48

nas amostras de tecido muscular foram normalizados pela expressao de HPRT1. O nivel
relativo de cada gene e miRNA foi calculado usando o método de 2%24¢t (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001), demonstrado como variagdo média de aumento de expressao

génica.

Tabela 1 — Sequéncia dos primers (SYBR Green)

Genes Forward sequence Reverse sequence

IGF-1 5 -GGT GACGTG GCATTTTCT GT -3’ 5 -CTTCCG GACCTGTGATCTGA-3’
Atrogin - 5 — ACG ATG TTG CAG CCAAGAAGA-3 &5 -GCTTCCCCCAAAGTGCAGTA-3

MURF-1 5 — CAC CCG ATG TGC AAG GAACA -3 5 —-ATGCTT TGT AAG GGG GCAACT -3’
Sirtl 5'-CCC AGATCC TCAAGC CATGT -3 -GCTGGATTT TGT GTG TGT GT -3’

COXly  5'-TGC AGC AAA TGG GTC TCC TA - -TGA GAC GGG TTT GCT TTG TG -
GPR30 5'-GTCTTC TGC GCC ACA TAC AG - -TGA TCT TCG CAG TGG TCC TT -
Nrf2 5'- CTG CCA AAC TTG CTC CAT GT - - CAG TCT TCA CCA CCC CTG AT -
HPRT1 5 - GCC TCC CAT CTC CTT CAT GA - ' TTC CTC CTC AGA CCG CTT TT -

QW W ww
g 01 a a g
QW W w

5.13 Western blot

O musculo FLH foi homogeneizado em tampéao de lise (Tris-HCI, ph 7.5/20 mM,
EDTA/2mM, EGTA/2mM, sucrose/250 mM, DTT/5 mM, Triton-X/0.1%, PMSF/1 mM,
NaF/10 mM, SOV4/0.2mM) e cocktail inibidor de protease/1x (Sigma Aldrich),
centrifugado (15 min, 12000 rpm, 4° C. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e
usado para as andlises. A avaliacao da concentracao proteica foi mensurada pelo método
de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, Minchen, Germany). Os sobrenadantes
das amostras do tecido muscular foram homogeneizados com 5.25 pL of DTT e 3.75 pL
de tampé&o de amostra e aquecidas por cinco minutos a 95° C em um termociclador (T1,
Biometra). As proteinas foram eletro transferidas para membrana de nitrocelulose por
meio de equipamento especifico (Trans-Blot® Turbo equipment, Bio-Rad, Munchen,
Germany). As membranas foram incubadas com anticorpos para Aktl (Cell Signaling,
1:250, #4056), mTOR (Cell Signaling, 1:500, #2971), gp91rh>x (BD Transduction
Laboratories, 1:300, #554002), a-Tubulin (Sigma Aldrich, 1:800, #T5168), phospho-Aktl
(Thr308) (Sigma Aldrich, 1:250, # 4504332), phospho-mTOR (Ser2448) (Cell Signaling,
1:300, #2972). As concentragbes da a-tubulina foram usadas como controle para a
quantificacdo proteica. Os sinais foram adquiridos com o uso do ChemiDoc-It Imaging
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System (UVP, LLC) e as andlises foram analisadas com o uso do software Image Lab®
software (Bio-Rad Laboratories, Munchen, Germany).

5.14 Analise estatistica

Os dados obtidos nesse estudo foram apresentados na forma de média + erro
padrdo da média e comparados por meio de analise de variancia (two-way ANOVA test)
(THE e TF como variaveis independentes) seguido pelo pds-teste de Tukey. Para todas
as andlises foi adotado nivel de significancia p < 0,05 (a) e o valor de 0.8 para o fator 8
(OpenEpi, versédo 3.1, www.openepi.com). O tamanho amostral foi determinado baseado
em prévios estudos relacionados ao tema de pesquisa do presente estudo. As analises
estatisticas foram realizadas com o uso do programa Graph Pad Prism 6.0 (GraphPad
Prism 6.0, La Jolla, CA, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 Parametros Fisiolégicos

Com o objetivo de verificar se as intervencdes alteraram o peso de tecidos
responsivos as intervencgdes utilizadas em nosso estudo, avaliamos o peso dos tecidos
adiposo, uterino, ovariano, ingesta e as concentracdes plasmaticas de E2. O peso do
tecido adiposo nao foi influenciado pela THE (Tabela 2). Ja os animais treinados, que
receberam ou ndo a THE, apresentaram reducéo significativa na quantidade de tecido
adiposo (Tabela 2). As intervencbes, de maneira isolada ou em associagdo, nao
induziram alterac6es no peso dos tecidos ovariano e uterino assim como na ingesta de
racao e agua. Nao houve diferenca significativa nas concentracdes plasmaticas de Ez2, no
entanto, vale a pena salientar que a ultima administracdo de E2 ocorreu quatro dias

prévios a coleta do material biolégico (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros Fisioldgicos

Grupos
NT-Veh NT-E2 TF-Veh TF-E2
Tecido adiposo (g/mc) 21.71+1.73 20.90+1.05 14.58+3.88* 12.79+2.53*
Utero (g/mc) 0.81+0.09 0.74+0.08 0.750.10 0.58+0.13
Ovario (g/mc) 0.18+0.04 0.22+0.03 0.25+0.08 0.23+0.05

Consumo racgéao (g) 122.40+18.43 120.59+9.09 0.25+0.08 145.78+11.07
Consumo agua (mL)  170.12+22.45 173.28+28.91 164.32+26.34 145.78+11.07
Estrégeno (pg/mL) 32.28+1.35 33.34+0.7 31.87+2.3 34.63+1.5

O consumo de agua e racao foram mensurados semanalmente e o consume mensal
foi apresentado. O peso do tecido adiposo, uterino e ovariano foram normalizados
em relagdo a massa corporal (mc) (100 g/mc). A concentracdo plasmatica
estrogénica foi mensurada por meio de kit comercial de ELISA. Os dados foram
apresentados na forma de média * erro padrdo da media (SEM). * p< 0.05 vs. grupo
NT-Veh.
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6.1 A capacidade maxima de geracédo de forca voluntaria (CMGFV) e afuncéo
muscular em ratas periestropausadas apés o treinamento de forca

Dentre os fatores negativos que acometem o tecido muscular esquelético durante o
envelhecimento, a perda da massa e forca muscular merecem destaque. Assim,
iniciamos nossas analises verificando como as intervengdes, de maneira isolada ou em
associacdo, poderiam ter influenciado a CMGFV e a funcdo muscular de ratas
periestropausadas. Observamos que 0s animais que nao foram submetidos a nenhuma
das intervencbes (NT-Veh) e os que receberam THE ndo demonstraram alteracoes
significantes em relacéo a geracao de forca (CMGFV) (Fig. 3A). J4 os animais que foram
submetidos ao TF, associado ou ndo a THE, demonstraram ganho exponencial de forca
durante o periodo experimental (16 semanas) (Fig. 3A). Em relacdo a esse parametro, a
associacao das intervencgdes ndo potencializou o efeito induzido pela pratica do TF (Fig.
3A).

O ganho de forca obtido pelos animais submetidos ao TF refletiu positivamente sobre
a funcdo muscular. Em relacdo ao teste de deambulacdo (Fig. 3B), os animais
pertencentes aos grupos TF-Veh e TF-E2 apresentaram melhoras ap0s as intervencgoes.
No entanto, o resultado promovido pela pratica isolada do TF mostrou-se superior do que
a observada em associagdo a THE. As ratas pertencentes ao grupo NT-Veh
apresentaram reducao no tempo de movimentacédo, avaliado aos 18 meses e ao fim do
periodo experimental (21 meses). Durante esse mesmo periodo, 0s animais que
receberam a THE (NT-E2) mantiveram valores semelhantes aos obtidos anteriormente,
ou seja, os resultados sinalizam participacdo do horménio esteroidal na capacidade de
movimentagdo dos animais (Fig. 3C). Ja os animais treinados (TF-Veh e TF-E2)
demonstraram melhora significante em relacdo a movimentacdo observada durante a
primeira avaliagdo (Fig. 3C). Nenhuma alteracdo significante foi observada sobre a
velocidade de movimentacdo dos animais, no entanto, a associagdo das intervengoes
resultou em interessante resultado. Os animais pertencentes ao grupo TF-Ez percorreram
maior distancia em relacéo ao teste inicial e também quando comparados aos animais
pertencentes ao grupo NT-Veh (Fig. 3D). Portanto, observamos que o TF foi eficaz em

induzir melhorias na parte funcional muscular em relacdo a THE.
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Figura 3 — Efeitos de 16 semanas de THE e TF sobre a capacidade maxima de
geracao de forca voluntaria e funcdo muscular. (a) Capacidade maxima de geracao
de forca voluntaria (CMGFV), (b) Teste de deambulal¢do, (c) Tempo de movimentacao,
(d) Velocidade de movimentacéo e (e) Distancia total percorrida, previamente e apos 16
semanas, avaliado em ratas senis aos 21 meses de idade que néo foram submetidas a
nenhuma das intervencdes (NT-Veh), tratadas com 17 B-estradiol (NT-E2), submetidas
ao treinamento de forca (TF-Veh) e a associacao das intervencdes (TF-E2). Os valores
foram apresentados como média e erro padrao da média (SEM). * p<0.0001 vs. grupo
NT-Veh; +p<0.05 vs. grupo NT-Ez, # p<0.05 vs. grupo TF-E2, 2p<0.05 vs. aos 18 meses
de idade. O niumero amostral avaliado em cada experimento esta disposto nas barras
dos resultados.
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6.2 Morfologia e composicdo muscular apdés a da terapéutica hormonal e
treinamento de forga

Com o intuito de avaliar se o aumento da forca (CGMFV) e a melhora na funcgéo
muscular resultaram em alterac6es morfolégicas e na composi¢cdo muscular, a tipagem,
0 peso, o percentual de fibras bem como a area de secc¢édo transversa (AST) do musculo
FLH foram avaliados. Aos 21 meses de idade, observamos que os animais que nao
receberam nenhuma das intervengbes (NT-Veh) apresentaram menor AST quando
comparados aos demais grupos (Figura 4A e 4E). Tanto a THE (4B) quanto a pratica do
TF (4C), isoladamente ou associadas (4D), preveniram a diminuicdo da AST destes
animais (4E).

Interessantemente, 0s animais pertencentes aos grupos NT-Ez, TF-Veh e TF-E2
apresentaram resultados significantes em relacdo ao metabolismo muscular, com
alteracdes no percentual de tipagem das fibras musculares. Estes animais apresentaram
aumento no percentual de fibras glicoliticas (tipo Il) e reducao das fibras oxidativas (tipo
), quando comparados aos animais pertencentes ao grupo NT-Veh (Fig. 4F). A
associacao das intervenc¢des resultou em diminuicdo do percentual de fibras oxidativas
ndo somente em relagdo ao grupo NT-Veh, mas também em relacdo ao grupo NE-E2
(Fig. 4F). Além disso, os animais treinados apresentaram aumento no percentual de fibras
glicoliticas (tipo 1) quando comparados aos animais do grupo NT-Veh (Fig. 4F). Em
relacdo ao peso do musculo FLH, as intervencdes de maneira isolada ou em associacao

resultaram em aumento significante do tecido muscular (Fig. 4G).
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Figura 4 — Efeitos da terapéutica hormonal estrogénica e do treinamento de forca
na massa e forgca muscular. Imagens representativas de seccbes transversais do
musculo flexor longo do halux (FLH) com imunomarcacdo positiva para miosinas de
cadeia pesada (MHC, tipo 1) (vermelho) e Laminina (verde). As células em vermelho
indicam marcac&o positiva para fibras lentas (MHC tipo 1). (A, B, C e D) MHC, (E) Area
de seccéao transversal (AST), (F) Percentual de distribuicdo de fibras e (G) Peso do
musculo FLH. As analises foram avaliadas no musculo flexor longo do halux (FLH) de
ratas senis aos 21 meses de idade que ndo foram submetidas a nenhuma das
intervencdes (NT-Veh), tratadas com 17 B-estradiol (NT-E2), submetidas ao treinamento
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de forca (TF-Veh) e a associagao das intervengoes (TF-E2) por 16 semanas. Os dados
foram apresentados com médiaterro padrdo da media (SEM). * p<0.05 vs. NT-Veh; **
p<0.05 vs. NT-E2, com o uso de two-way ANOVA. O numero de animais estudados em
cada analise esta disposto na barra representativa de cada grupo.

6.3 Treinamento de forca e a associacdo com a terapéutica hormonal estrogénica
aumentam a expressao dos receptores estrogénicos (ERS)

Com o objetivo de verificar se a THE, TF ou a associacdo das terapias poderiam
alterar a expressao dos ERs, nos administramos E2 [50 pg/kg/semana] para ratas senis
dos 18 aos 21 meses de idade, durante o periodo da periestropausa. Em nosso estudo,
a expressao dos receptores ERa (Fig. 5A), GPR30 (Fig. 5B) e ERB (Fig. 5C) néo
apresentaram alteracao significante com o uso da THE enquanto os animais treinados
demonstraram aumento significante do ERP (Fig. 5C). As terapias combinadas
aumentaram a expressao de receptores ERa, ERB e GPR30 (Fig. 5). Nossos resultados
sugerem que o ERP parece ser mais sensivel aos estimulos mecanicos induzidos pelo
TF do que os demais receptores, enquanto os ERa e GPR30 parecem ser responsivos

somente a associagao entre o TF e a THE.
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Figura 5 — Expressdo (RNAm) de ERa, ER e GPR30 ap0s tratamento com Ez2, TF e
a associacao das terapias. Niveis de expressdao de RNAm dos receptores estrogénicos
a (A), GPR30 (B) e B (C) avaliados no musculo flexor longo do halux (FLH) de ratas senis
aos 21 meses de idade que nado foram submetidas a nenhuma das intervengbes (NT-
Veh), tratadas com 17 B-estradiol (NT-E2), submetidas ao treinamento de forga (TF-Veh)
e a associacao das intervencgdes (TF-E2) por 16 semanas. Os dados foram apresentados
com média * erro padrao da media (SEM). * p<0.05 vs. NT-Veh; ** p<0.05 vs. NT-Ez; +
p<0.05 vs. TF-Veh, com o uso de two-way ANOVA. O nimero de animais estudados em
cada analise esta disposto na barra representativa de cada grupo.
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6.4 A associacao da terapéutica hormonal estrogénica e o treinamento de forca
atenuam o estresse oxidativo e o estado redox muscular

Sabe-se que os ERs estdo envolvidos na modulacdo de genes antioxidantes no
tecido muscular esquelético (BALTGALVIS et al., 2010). Nesse sentido, investigamos se
as intervengdes (THE e TF) isoladamente ou em associagdo poderiam influenciar o
estresse oxidativo muscular. Observamos que os animais nao treinados e que receberam
a terapéutica hormonal (NT-Ez) apresentaram reducdo significante na producdo de
anions superoxido quando comparados aos animais pertencentes ao grupo NE-Veh
(Figura 6A e B). No entanto, a redugdo observada neste grupo de animais nao foi
acompanhada por diminuicdo do dano lipidico da membrana muscular (Figura 6C).

A associacdo das terapias (TF-E2) resultou em diminuicdo dos niveis de
hidroperoxidos lipidicos em comparacéo ao grupo NT-Veh, sugerindo maior integridade
da membrana muscular destes animais. Sugerimos que a melhora na integridade da
membrana celular do musculo FLH possa ter sido influenciada pelo aumento da
expressao do receptor estrogénico ndo gendmico GPR30 (Figura 5B) (PERSKY, 2000;
ENNS; TIIDUS, 2010; KENDALL; ESTON, 2002; TIIDUS, 1995; WHITING; RESTALL;
BRAIN, 2000).

Dentre os fatores antioxidantes, o fator eritréide nuclear 2 (Nrf2) é conhecido como
um dos principais moduladores de genes antioxidantes, regulando a expressao
enzimatica e de componentes como SOD, CAT e GSH (LIU; ZHANG; LIANG, 2015;
WANG et al., 2015). Em nosso estudo observamos aumento significante de Nrf2 somente
nos animais que receberam a terapéutica hormonal estrogénica (NT-E2) (Figura 7A). No
entanto, 0 aumento na expressdo de Nrf2 demonstrada pelo grupo NT-E2 ndo resultou
em melhora da defesa antioxidante (CAT, SOD, GSH) (Figura 7B, C e D). Porém, a
associacédo com o TF (TF-E2) resultou em aumento da atividade de CAT (Figura 7C).

Sabe-se que a atividade mitocondrial exerce grande influéncia tanto na producao
de ERO quanto na sintese de genes antioxidantes. Nesse sentido, avaliamos se a
melhora observada no sistema antioxidante muscular possa ter alguma relacdo com a
biogénese mitocondrial. A associacao das intervengdes resultou em aumento expressivo
na expressao de Sirtl (Figura 7E). Este aumento influenciou positivamente a expressao

do Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-related protein 1 (PGC-
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1a) (Figura 7F), acompanhada pelo aumento na expresséo de Sirt3 (Figura 7G), o qual
possui relagdo com a expressao de genes antioxidantes (KONG et al., 2010). Além disso,
a THE isolada e em associacdo ao TF resultou em aumento da expressdo de COXIV
(7H), indicador de integridade da membrana mitocondrial (KONG et al., 2010; WANG et
al., 2015).
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Figura 6 — Efeitos da terapéutica hormonal estrogénica e treinamento de forga
sobre o estresse oxidativo muscular de ratas periestropausadas. (A) Imagens
representativas da fluorescéncia emitida pelos nudcleos das fibras musculares; (B)
quantificacdo dos produtos da oxidacédo avaliados pela fluorescéncia da dihidroetidina
(DHE) em cortes seriados do musculo flexor longo do halux (FLH); (C) Concentragcéo
proteica de gp9lphox; (D) Producdo de hidroperoxidos lipidicos e (E) Blots
representativos da gp91Ph°x e Tubulina, avaliados no musculo flexor hallucis longus (FLH)
de ratas senis aos 21 meses de idade que nao foram submetidas a nenhuma das
intervencdes (NT-Veh), tratadas com 17 B-estradiol (NT-E2), submetidas ao treinamento
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de forca (TF-Veh) e a associagao das intervengoes (TF-E2) por 16 semanas. Os dados
foram apresentados com médiaterro padrdo da media (SEM). * p<0.05 vs. NT-Veh; **
p<0.05 vs. NT-E2; + p<0.05 vs. TF-Veh, com o uso de two-way ANOVA. O numero de
animais estudados em cada andlise esta disposto na barra representativa de cada grupo.
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Figura 7 — Efeito da terapéutica hormonal estrogénica e do treinamento de forca
sobre o sistema antioxidante a biogénese mitocondrial muscular de ratas senis. (A)
Expressdo de RNAm do fator eritréide nuclear 2 (Nrf2); Atividades da superoxido
dismutase (SOD) (B), catalase (CAT) (C) e arazdo GSH:GSSG (D); Expressdo de RNAm
da Sirtuina 1 (Sirtl) (E), Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-
related protein 1 (PGC-1a) (F), Sirt3 (G) e Cytochrome C oxidase subunit 4 (COXIV) (H)
avaliados no musculo flexor longo do halux (FLH) de ratas senis aos 21 meses de idade
gue ndo foram submetidas a nenhuma das intervencdes (NT-Veh), tratadas com 17 -
estradiol (NT-E2), submetidas ao treinamento de for¢ca (TF-Veh) e a associagdo das
intervencgdes (TF-E2) por 16 semanas. Os dados foram apresentados com médiaterro
padrao da media (SEM). * p<0.05 vs. NT-Veh; ** p<0.05 vs. NT-E2; + p<0.05 vs. TF-Veh,
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com o uso de two-way ANOVA. O numero de animais estudados em cada analise esta
disposto na barra representativa de cada grupo.

6.6 Influéncia da terapéutica hormonal estrogénica e do treinamento de forgca sobre
genes atréficos

Investigamos se a atenuagdo do estresse oxidativo e a melhora do sistema
antioxidante poderia influenciar a expressdo de 2 genes atroficos geralmente
aumentados em idosos, MuRF-1 e Atrogin-1. Observamos que as intervencdes de
maneira isolada ou em associa¢ao nao induziram alteracdes na expressao de Atrogin-1
(Figura 8A). Em relacdo a MuRF-1, a THE associada ou ndo ao TF ndo promoveu
alteracdes na expressdo de MuRF-1 (Figura 8B). No entanto, a pratica do TF por 16
semanas resultou em diminuicdo deste gene relacionado ao detrimento muscular em

idosos (Figura 8B).
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Figura 8 — Efeito da terapéutica hormonal estrogénica e do treinamento de forga na
expresséo de genes atroficos. (A) Expressao de RNAm de Atrogin-1 (A) e muscle ringer
finger-1 (MuRF-1) (B) avaliados no musculo flexor longo do halux (FLH) de ratas senis
aos 21 meses de idade que nao foram submetidas a nenhuma das intervengdes (NT-
Veh), tratadas com 17 B-estradiol (NT-E2), submetidas ao treinamento de for¢a (TF-Veh)
e a associacao das intervencodes (TF-E2) por 16 semanas. Os dados foram apresentados
com meédia * erro padrédo da media (SEM). * p<0.05 vs. NT-Veh com o uso de two-way
ANOVA. O numero de animais estudados em cada andlise esta disposto na barra
representativa de cada grupo.
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6.7 Influéncia da terapéutica hormonal estrogénica, do treinamento de forca e
associacdo na expressao de IGF-1 downstreams e microRNAs envolvidos na
modulacdo da massa muscular

Com o objetivo de compreender quais 0s mecanismos envolvidos no aumento da
massa e AST induzidos tanto pela THE e pelo TF, investigamos a expressao de IGF-1,
conhecido por implementar os resultados positivos promovidos pela THE como também
sendo dos reguladores principais da massa muscular (OLIVIERI et al., 2014; POLLANEN
et al., 2010).

A associacao das terapias (TF-E2) resultou em aumento na expresséo de IGF-1
(Fig. 8A), associado a significante fosforilacdo proteica de seus downstreams,
Akt1Thr308/Akt total (Figura 8B) e mTORSe2448/mTOR total (Figura 9C), sugerindo melhora
na sintese proteica em ratas periestropausadas induzido pela associacdo das
intervencdes (TF-E2). Observamos que paralelamente ao aumento da expressao de IGF-
1 houve grande reducédo na expressdo de miR-1 nos animais pertencente ao grupo TF-
E2 (Figura 9D), uma vez que o aumento da expressdo esta relacionado com a inibicdo
da expressdo de IGF-1. Em relacdo ao miR-181la, nenhuma das intervencdes,
isoladamente ou em associacdao, promoveu alteragcdes na expressao deste miRNA,
envolvido na diminuicdo do didmetro de miotibulos quando sua expressao encontra-se
aumentada (Figura 9E) (SORIANO-ARROQUIA et al., 2016).

Além dos microRNAs citados anteriormente, miR-182, miR-206, miR-146b e 133a
exercem importante funcdo na homeostase muscular (BROWN; GOLJANEK-WHYSALL,
2015; KHANNA; GE; CHEN, 2014). Os animais treinados e que receberam a THE (TF-
E2) demonstraram aumento na expressdo de miR-182 (Figura 9F), enquanto que o
aumento na expressao de miR-206 (Figura 9G) e miR-146b (Figura 9H) foi restrito aos
animais treinados (TF-Veh). Em relacdo ao miR-133a, somente os animais treinados (TF-
Veh) apresentaram aumento deste miR, onde o aumento posso ser uma resposta

adaptativa ao TF (Figura 9I).
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Figura 9 — Atividade da via IGF/Akt/mTOR e microRNAs envolvidos na sinalizagao
muscular apds 16 semanas de terapéutica hormonal estrogénica e treinamento de
forca. Expressdo de RNAm (A) IGF-1; fosforilagdo de (B) p-Akt™308/Akt total e (C) p-
MTORSe2448/MTOR; Expressdo dos miRNAs (D) miR-1, (E) miR-181a, (F) miR-182, (G)
miR-206, (H) miR-146b, (I) miR-133a e (J) imagem representativa dos blots. As analises
foram avaliadas no musculo flexor longo do halux (FLH) de ratas senis aos 21 meses de
idade que néo foram submetidas a nenhuma das intervencdes (NT-Veh), tratadas com
17 B-estradiol (NT-Ez2), submetidas ao treinamento de forca (TF-Veh) e a associacao das
intervencdes (TF-E2) por 16 semanas. Os dados foram apresentados com média * erro
padrdao da media (SEM). * p<0.05 vs. NT-Veh; ** p<0.05 vs. NT-E2; - p<0.05 vs. TF-Ez,
com o uso de two-way ANOVA. O numero de animais estudados em cada analise esta
disposto na barra representativa de cada grupo.



Tabela 3 — Resumo dos resultados obtidos.

NT-Veh NT-E2 TF-Veh TF-E2
Tecido adiposo Reducdo Reducéo
Tecido ovariano (peso)
Tecido uterino (peso)
Ingesta de Agua
Ingesta de Racgéo
Estrégeno
CMGFV Aumento  Aumento
Deambulacao Melhora Melhora
Tempo de movimentacao Manutencdo Aumento  Aumento
Velocidade movimentacao
Distancia total percorrida Aumento
Area de seccéo transversal Aumento Aumento  Aumento
Percentual de fibras tipo | Reducéo Reducdo Reducéo
Percentual de fibras tipo Aumento  Aumento
Peso musculo FLH Aumento Aumento  Aumento
ERa (RNAm) Aumento
GPR30 (RNAmM) Aumento
ERB (RNAm) Aumento  Aumento
Dihidroetidina (DHE) Reducéo
Gp91lphox (proteina) Reducéo Reducdo Reducéo

Hidroperoxidacao lipidica

Reducéo
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Tabela 3 — Resumo dos resultados obtidos (continuacéo).

NT-Veh NT-E2 TF-Veh TF-E2
Nrf2 Aumento
SOD
CAT Aumento
GSH:GSSG
Sirtl Aumento
PGC-1a Aumento
Sirt3 Aumento
COXIV Aumento
Atrogin-1
MuRF-1 Reducéo
IGF-1 (RNAmM) Aumento
p-Aktl Aumento
p-mTOR Aumento
miR-1 Reducdo Reducdo Reducédo
miR-181a
miR-182 Aumento
miR-206 Aumento
miR-146b Aumento
miR-133a Aumento
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que a THE e o TF induzem beneficios ao tecido
muscular esquelético de ratas periestropausadas, no entanto, por diferentes maneiras.
Enquanto a THE induziu diminuicdo do estresse oxidativo muscular, o TF resultou em
melhoras significativas na fungéo e no sistema antioxidante muscular. Ja a interacdo das
intervencdes resultou em melhora no estado redox, na responsividade dos receptores
estrogénicos, aumento na expressdo de miRNAs e atividade de vias de sinalizacéo
envolvidas na manutencdo do tecido muscular esquelético (resumo dos resultados
apresentados em sumario ao fim dos resultados [Tabela 3]).

Uma das principais caracteristicas referente a perda da massa e fungdo muscular
em idosos é o imbalanco entre a sintese e a degradacao proteica (SORIANO-ARROQUIA
et al., 2016). Dentre os fatores conhecidos por iniciarem este imbalanco e os demais
desarranjos fisiolégicos relacionados ao processo de envelhecimento, o aumento do
estresse oxidativo é postulado como um dos principais fatores (BENBASSAT; MAKI;
UNTERMAN, 2009; SHARPLES et al., 2015; SZCZESNY; TANN; MITRA, 2010; TROMM
et al., 2015). Nossos dados demonstram que o aumento da massa e area muscular foi
acompanhado por significativa reducéo do estresse oxidativo muscular (DHE e gp91Phox),

Apesar de ndo observamos aumento na producdo de ERO no grupo NT-Veh, a
THE induziu reducéo da producéo de anions superéxido e aumento da expressao de Nrf2
guando comparado a este grupo. Os derivados do anion superoxido sdo considerados
um dos principais agentes oxidantes responsavel por induzir danos celulares (BEKESI et
al., 2007). Além disso, a reducdo das concentracGes de gp91P"°X, importante isoenzima
pertencente ao complexo enzimatico NADH oxidase, reduzida em resposta a THE, ao TF
e a associacdo, suporta a hipétese de que a gp91Phoxexerce acédo fundamental na perda
muscular associada a doencas musculares (WHITEHEAD et al., 2010). Nossos dados,
obtidos em fibras musculares, reforcam a hipotese de que o 17B-estradiol promove
diminuicdo na expresséo e concentracao proteica de gp91°P"* como detectado em células
endoteliais humanas (WAGNER; SCHROETER; HECKER, 2001). Em relag&o a pratica
do TF, sugerimos que esta seja intervencéo eficaz na prevencéo da perda da massa

muscular resultando do aumento excessivo do estresse oxidativo. Aléem disso, sugerimos
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que a reducdo na expressdo de MuRF-1 induzido pela prética do TF possa estar
relacionada com a reducdo nas concentracdes proteicas de gp91Phox,

No entanto, os efeitos significativos na integridade da membrana muscular foram
obtidos com a associacgdo das intervengdes (TF-E2). Sugerimos que tal resultado possa
ter sido influenciado em parte pelo aumento na expressdo do receptor ndo-genémico
GPR30, citado em alguns estudos por exercer efeito positivo sobre a integridade de
membranas celulares (PERSKY et al., 2000; ENNS; TIIDUS, 2010; KENDALL; ESTON,
2002; TIIDUS, 1995; WHITING; RESTALL; BRAIN, 2000). No entanto, a THE induziu
aumento na expressdo de COXIV, potencializado pela pratica do TF, que por sua vez, de
maneira isolada, ndo alterou a expressao de COXIV.

O aumento na expressao de COXIV, Sirtl, PGC-1a e Sirt3 induzidos pela
associacdo das intervencdes, sugere melhora possivel na integridade e na biogénese
mitocondrial. A expressédo de Sirtl, PGC-1a e Sirt3 apresentam correlacdo entre si,
resultando em cascata de sinalizacdo desencadeada pela Sirtl, a qual estimula a
expressdo de PGC-1a (BRENMOEHL; HOEFLICH, 2013) que por sua vez, exerce
influéncia fundamental na expressao de Sirt3 (KONG et al., 2010). Resumidamente, o
aumento destes 3 fatores resulta em melhora em todo ambito mitocondrial, favorecendo
a transcricao de genes e proteinas relacionados a proliferacdo mitocondrial, producéo de
energia, redugéo do dano ao DNA mitocondrial e do estresse oxidativo basal (cultura de
mioblastos) (BRENMOEHL; HOEFLICH, 2013; KONG et al., 2010). A melhora na
integridade e na biogénese mitocondrial refletiu positivamente sobre o sistema
antioxidante muscular (CAT).

A melhora no estado redox muscular, observado com a interacdo das
intervengdes, resultou em aumento da expressao de IGF-1, induzindo aumento
significante da via de sinalizacao IGF-1/Akt/mTOR, resultando em manutencdo da massa
do musculo FLH, prevenindo possivelmente o inicio da diminuicdo da sintese proteica
observada em idosos (Sarcopenia) (BARBIERI; SESTILI, 2011).

Estudos sugerem que os beneficios promovidos pela THE sdo implementados pela
via IGF-1/Akt e, que essa resposta possa ser mediada pelo ERa, cuja expressao
encontra-se aumentada nos animais pertencentes ao grupo TF-E2 (AHTIAINEN et al.,
2012; OLIVIERI et al., 2014; POLLANEN et al., 2010). Observamos que as terapias de
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maneira isolada ndo induziram alteracbes na sinalizagdo e nem na fosforilagdo da
AktT308 @ da mTORSe2448 no entanto, quando associadas, observamos efeito aditivo
(sinérgico) entre ambas, resultando em melhora significativa na sintese proteica
muscular.

Interessantemente, as acdes do receptor GPR30 podem ndo estar somente
relacionadas em estimular a expressédo de genes antioxidantes. Estudos sugerem que
este receptor possa estar envolvido em estimular a expresséo de IGF-1 e seu respectivo
receptor (IGF-1R) (KAMANGA-SOLLO et al., 2008; LAPPANO et al., 2013; WHITEHEAD
et al., 2010). Portanto, nossos dados sugerem que o receptor GPR30 possa estar
envolvido positivamente em duas importantes vias relacionadas a manutecao do tecido
muscular esquelético: o estado redox muscular e a via de sinalizacdo proteica
(IGF/Akt/mTOR).

Recentemente os microRNAs emergiram como fundamentais reguladores pos-
transcricionais, estimulando ou inibindo a expressao de diversos genes relacionados a
varios processos biolégicos durante o envelhecimento (OLIVIERI et al., 2014). Em nosso
estudo, as intervencbes de maneira isolada ou associadas, levaram a reducdo da
expressdo de miR-1, acompanhada por significante aumento na expressao de IGF-1
observado nos animais pertencentes ao grupo TF-E2. E importante mencionar que a
expressdo de miR-1 e IGF-1 s&o inversamente correlacionados (ELIA et al.,, 2009;
HITACHI; TSUCHIDA, 2014; WANG, 2013). Sugerimos que a diminuicdo da expressao
de miR-1 seja, em parte, mecanismo regulatorio pos-transcricional da massa muscular
(CUl et al., 2016), e que possa estar envolvido na manutencéo da massa muscular obtida
em nosso estudo observado nos animais que receberam a THE, praticaram o TF e a
associagao de ambos.

Recente estudo demonstrou que a expressao aumentada do miR-181a resulta em
diminuicdo no didmetro de miotubulos (in vitro) e que a expressdo e a funcdo deste
MiRNA esta inversamente correlacionado com a expressdo de Sirtl (SORIANO-
ARROQUIA et al., 2016). Nesse sentido, investigamos se 0 aumento na expressao de
Sirtl poderia ter influenciado a expressdo do miR-181la em nosso estudo (in vivo).
Diferentemente ao observado in vitro, o aumento da expressdo da Sirtl nao foi

acompanhado pela reducédo do miR-181a, a qual nao foi influenciada pelas intervencgdes.
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Talvez, esse seja 0 primeiro estudo a avaliar essa relacdo (miR-181a/Sirtl) in vivo e,
especialmente durante o periodo periestropausal. Ainda em relacdo a Sirtl, Gosh e
colaboradores (GHOSH; MCBURNEY; ROBBINS, 2010) demonstraram que essa
sirtuina modula negativamente a sinalizacdo da via mTOR em cultura de células
musculares, resultado oposto ao obtido em nosso estudo. Controversamente, estudos
sugerem que a Sirtl possa estar envolvido no processo hipertréfico muscular (LEE;
GOLDBERG, 2013; SHARPLES et al., 2015; SIN; YUNG; SIU, 2015) e no aumento da
expectativa de vida (SATOH et al., 2013). Em nosso estudo, concluimos que a Sirtl
induziu melhora significante na biogénese mitocondrial via PGC-1a, sem comprometer a
cascata de sinalizagéo IGF-1/Akt/mTOR.

A pratica do treinamento de forca por 16 semanas levou ao aumento na expressao
de microRNAs importantes, envolvidos na homeostase muscular (miR-206, miR-146b e
miR-133a). O aumento na expressdo do miR-206 observado nos animais que foram
somente treinados, sugere possiveis melhorias na comunicacdo e aumento no numero
de juncdes neuromusculares (ALVES et al., 2014). Nossos dados corroboram com o
referido estudo, onde submetemos os animais a pratica do TF por periodo similar e
observamos grande aumento na expressao do miR-206. Os animais treinados também
demonstraram aumento na expressao do miR-146b, conhecido por exercer efeito positivo
sobre a diferenciacdo miogénica e reduzindo a expresséo dos genes Smad4, Notchl e
Hmga2 durante a diferenciacdo de mioblastos (KHANNA; GE; CHEN, 2014). Além disso,
a via forkhead box O3 (FoxO3), envolvida na inducdo de atrofia muscular via genes
atrégenos, € alvo do miR-182, super expresso nos animais pertencentes ao grupo TF-
E2. Sugerimos que possivelmente, os miRNAs 182, 206 e 146b, promoveram aos animais
treinados melhores condi¢des contra a perda de massa muscular (miR-182), melhora na
comunicacdo neuromuscular (miR-206) e maior capacidade de diferenciacdo e reparo
muscular (miR-146b).

Paralelamente a perda de massa observa-se também a diminuigdo da forgca
muscular, que em diversas situacdes resulta em quedas, fraturas, imobilizacdes e até
mesmo em 6bito (TAN et al., 2012). Em nosso estudo, a capacidade de geracéo de forca,
avaliada de maneira indireta (CMGFV), demonstrou que os animais que receberam a

THE mantiveram a capacidade inicial de CMGFV e apresentaram a AST maior em
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relacéo aos animais que nao receberam a THE (NE-Veh). No entanto, o uso da THE em
mulheres menopausadas apresenta resultados contraditorios em relacao a forca e massa
muscular. Enquanto o uso da THE por 12 semanas em mulheres de 56 a 58 anos foi
capaz de induzir o aumento da massa magra (SORENSEN et al., 2001; JONES et al.,
2009), o uso da terapia por periodo mais prolongado (64 semanas, 55-60 anos) nao
promoveu nenhuma alteracdo no percentual de massa magra além da ndo ocorréncia de
diminuicdo da massa muscular durante esse periodo (HANSEN ET AL., 2003).

Ja os animais treinados que receberam ou ndo a THE, demonstraram ganho
progressivo na CMGFV. Esses resultados corroboram com o aumento da AST e da
alteracdo do metabolismo muscular, onde a diminui¢cdo do percentual de fibras oxidativas
e aumento das fibras glicoliticas possa ter influéncia no aumento na capacidade de
geracdo de forca destes animais (TF-Veh e TF-E2). Sugerimos que as mudancas nas
tipagens de fibras possam ser mecanismo inicial contra a perda da massa muscular, uma
vez que o tipo de fibra mais acometido durante o envelhecimento séo as fibras glicoliticas
(LEGER et al., 2008; TAN et al., 2012). Sabe-se que um dos fatores envolvidos nas
mudancas metabdlicas das fibras musculares durante o envelhecimento é o Myocyte
Enhancer Factor 2 (MEF), resultando em diminuicdo no percentual de fibras glicoliticas
e aumento de fibras oxidativas (SHUM et al.,, 2012; ZIERATH; HAWLEY, 2004).
Sugerimos que possivelmente tanto a THE quanto o TF, possam ter influéncia sobre este
fator (MEF2), resultando em manutencao no percentual das fibras glicoliticas.

Tal aumento na CMGFV resultou em melhorias na funcdo locomotora destes
animais, onde a pratica do TF mostrou-se mais efetiva do que a THE. Enquanto a THE
preveniu a reducdo no tempo de movimentacdo dos animais, o TF melhorou a
deambulacdo (BEIJERSBERGEN et al.,, 2013; HVID et al.,, 2016) e o tempo de
movimentagdo. No entanto, somente a associagao das intervencgdes resultou na maior
distancia total percorrida pelos animais, avaliados previamente e apos as 16 semanas
de TF e THE. Esses resultados demonstram que todos os beneficios fisiologicos obtidos
resultaram em melhorias na fungdo muscular.

A THE e a prética do TF induziram resultados promissores frente a prevenc¢éo da
perda de massa muscular durante a senescéncia feminina. Nossos dados evidenciam

reducdo do estresse oxidativo muscular, melhora no sistema de defesa antioxidante
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resultante da melhora na biogénese e integridade mitocondrial, resultando em melhor
integridade da massa muscular de ratas periestropausadas submetidas a associacao das
intervencdes. Essas respostas parecem ser finamente orquestradas por especificos
moduladores da homeostase muscular (miR-1, Sirtl, PGC-1a, Sirt3, miR-182, miR-206
e miR-146b) durante a fase tardia da periestropausa.

Portanto, a administracdo da THE juntamente com a préatica do TF durante o
periodo da periestropausa (similar a perimenopausa em mulheres) mostra-se eficaz na
diminuicdo dos efeitos decrementais musculares observados em fases tardias do
envelhecimento. Além disso, diante dos dados obtidos, acredita-se que a aderéncia as
intervencdes possibilite melhor qualidade funcional muscular durante o processo de

envelhecimento feminino.
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