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RESUMO

O envelhecimento ¢ caracterizado por um declinio progressivo da forga muscular,
processo fisiologico que gera fraqueza aumentando o risco de queda em idosos. O aumento da
fraqueza muscular ocorre pela perda gradual da massa muscular (sarcopenia) e por deficiéncia
na regenera¢dao muscular, devido a uma redu¢do no nimero e/ou atividade das células satélites
(CS).. As CS, em resposta a miotraumas, podem fornecer novos mionucleos para as fibras,
desempenhando papel importante na manutencao da massa muscular. Durante o processo de
regeneragdo muscular, as metaloproteinases (MMPs) participam da ativagdo e proliferagao
das CS, através da degradagdo dos componentes da matriz extracelular (MEC), possibilitando
a migracdo das CS do nicho para a MEC para regenerar as miofibras. Apesar de bem relatada
a importancia das CS no controle da massa muscular, ainda hé diividas sobre o seu real papel
no envelhecimento e além disso, a relagdo MMPs com as CS em musculos envelhecidos ainda
¢ pouco investigada. Sendo assim, nosso objetivo foi avaliar o papel das MMPs e das CS no
mecanismo de regeneragdo durante a sarcopenia. Foram utilizados 24 ratos Wistar machos
avaliados aos 3, 12 e 22 meses. Ao final de cada periodo, os animais foram pesados,
anestesiados e eutanasiados, sendo o musculo plantar (PL) coletado para as analises
moleculares de expressao génica. Apods 12 e 22 meses, houve reducio do peso do musculo PL
(g) e aumento na expressao génica do marcador de atrofia MAFBX, indicando a degradacao
das proteinas musculares. Enquanto a expressdo proteica nao indicou diferenca significaiva, o
avanco da idade demonstrou aumento no mRNA do Pax7, o que sugere um possivel
mecanismo de ativagdo das poucas e quiescentes CS. A redugdo na expressdo génica de
MyoD nos animais idosos pode explicar a diminui¢do da proliferagdo celular para a
manuten¢gdo da massa muscular, contribuindo com a atrofia. Embora houve redugdao do
mRNA para ambas isoformas do coldgeno analisadas (I-al e III), a andlise proteica indica que
a deposicdo de coldgeno se manteve semelhante entre os grupos avaliados, que em conjunto
com a redu¢do do mRNA das MMPs 2 e 14, nos grupos de 12 e 22 meses, propdem deposi¢ao
de coldgeno por reducao das vias de degradagdao pelas MMPs e ndao por aumento na sintese.
Nossos dados indicam que o possivel aumento da ativagdo das células satélites no

envelhecimento ndo foi capaz de recuperar ou atenuar a perda da massa muscular.

Palavras-chave: sarcopenia, matriz extracelular, células satélites
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1 INTRODUCAO

O musculo esquelético ¢ o tecido mais abundante do corpo dos mamiferos e constitui
aproximadamente 50% do peso corporal total, sendo responsavel pela geracdo de forca,
locomogdo e metabolismo. Esse tecido ¢ constituido por fibras musculares multinucleadas,
cujos nucleos localizam-se na regido periférica, abaixo da membrana plasmatica ou sarcolema
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Além disso, no musculo esquelético adulto, reside um
conjunto de pequenas células mononucleares, as células satélites (CS), sendo denominadas
também de células miogénicas indiferenciadas. Estas células ocupam uma posi¢do entre a
lamina basal e o sarcolema da fibra muscular, e participam do crescimento, manutengdo e
regeneragdo do tecido muscular (PETTE e STARON, 2000; MOTOHASHI e ASAKURA,
2014).

As fibras musculares sdo 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 apds 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 aos varios estimulos, como hipoxia e estresse térmico, exercicio de resisténcia
e resistido, estimulagdo elétrica, desnervacdo, envelhecimento, microgravidade e intervengao
nutricional (PETTE e STARON, 2000; FLUCK e HOPPELER, 2003; MAGAUDDA,
MAURO, et al., 2004). Uma das principais caracteristicas da plasticidade muscular ¢ a
regulacdo intrinseca da transcricdo de genes musculo-especificos que promovem o aumento
ou redu¢do 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 balancgo entre a sintese e degradacao de proteinas pode
contribuir para o aumento (hipertrofia) ou reducao (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 esses fornecem a quantidade necessaria de DNA para suportar o
aumento da transcricdo. A quantidade de citoplasma (area 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 Seccio 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 mionucleos (ex. exercicio resistido), ha a necessidade da
adicdo de novos mionucleos 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 sao
considerados pds-mitoticos (ndo apresentam capacidade de divisdo), sugere-se que a adigdo
de novos miontcleos 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 regeneracdo da microlesdo 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 proliferacdo e/ou diferenciagao
das CS que poderao participar da formacao de novas fibras (apenas em situagdes de necrose
seguida de regeneracdo), originarem novas CS ou diferenciar-se em novos mionucleos
(HAWKE e GARRY, 2001; CHARGE ¢ RUDNICK, 2004).

O controle e ativagdo das CS podem ser influenciados por varios fatores de
crescimento, que atuam como reguladores positivos, como os hormoénios (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-B, transforming
growth factor-beta (CHARGE e RUDNICK, 2004). Além disso, as CS tanto no estado
quiescente como no estado ativado, expressam marcadores miogénicos (HAWKE e GARRY,
2001), que controlam as fases de ativacdo, proliferacdo e diferenciagdo durante o processo de
crescimento ou reparo muscular (HAWKE e GARRY, 2001). Varios marcadores para CS
foram identificados, entre eles o Pax7, o Sox8, o c-Met, a proteina CD34 (Cluster of
Differentiation 34) (CORNELISON, OLWIN, et al., 2000; HAWKE e GARRY, 2001;
MICHAEL, XIANG, ef al., 2002; CHARGE e RUDNICKI, 2004; SCHMIDT, GLASER, et



al., 2005) e os fatores de regulacdo miogénica (MRFs, myogenic regulatory factors) (SEALE
e RUDNICK, 2000).

Os MRFs sao fatores transcricionais expressos no musculo esquelético durante a
miogénese € crescimento muscular, nos processos de reparagao, sendo importantes também
para a manutencao 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 ligacdo 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 expressdo (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 sdo conhecidos como fatores primdrios, sendo expressos em
mioblastos na fase de proliferacdo, 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 (MEGENEY e RUDNICK, 1995). A miogenina ¢ a MyoD também
podem estar envolvidas na manuten¢do do fenotipo da fibra muscular adulta, como rapido ou
lento. A miogenina é expressa em niveis superiores aos da MyoD em miusculos lentos,
enquanto que o oposto ¢ verdadeiro para musculos rapidos (HUGHES, TAYLOR, et al.,
1993).

Além do seu papel na proliferagio das CS, a MyoD também regula a sintese de
laminina, coldgeno IV e fibronectina, além de controlar a expressdo de integrinas que
facilitam a associagdao 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 colageno, fibronectina, acido hialurdénico e
os proteoglicanos; € pela membrana basal associada a fibra muscular, composta por camadas
de colageno IV e VI e de laminina (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; SAKUMA, AOI e
YAMAGUCHI, 2015). Durante a regeneragdo muscular, as CS primeiramente migram de seu

nicho (entre a lamina basal e o sarcolema) em direcdo a matriz intersticial, para reposicionar



as novas miofibras no local da lesdo, e em seguida, aumentam sua atividade mitotica
(DUMONT, BENTZINGER, et al., 2015; SNYMAN e NIESLER, 2015). Moléculas de
adesdo, como laminina e receptor c-Met para HGF (Hepatocyte Growth Factor), moléculas
soluveis, tal como HGF, e as rotas de orientagdo sdo importantes para direcionar a migragao
dessas células. Embora a MEC fornega suporte para a migragao, ela também pode atuar como
uma barreira fisica, principamente em presenca de fibrose, e a secre¢do de metaproteinases de
matriz sdo importantes para facilitar essa migracao através da clivagem de seus componentes

(Fig.1) (DUMONT, BENTZINGER, et al., 2015).

Figura 1. Esquema representando uma célula satélite antes do processo de migragdo. As CS recebem orientagdo
do seu microambiente, que podem repelir como as efrinas, ou promover quimiotaxia para o local da lesdo, como
HGEF e em especial as MMPs, que atuam na degradagdo dos componentes da MEC que circundam as CS. Fonte:
adaptado de Dumont, 2015. FONTE: DUMONT et al, 2015.

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo pertencentes a uma familia de
endoproteases dependentes de zinco e cdlcio, denominada Metzincin (MANNELLO e
MEDDA, 2012). As MMPs partilham um nimero de caracteristicas estruturais e funcionais,
possuindo quatro dominios funcionais em sua estrutura: um peptideo sinal, um dominio pro-
peptideo, dominio catalitico e o dominio hemopexina C, um peptideo de ligagdo de
comprimento varidvel. Em termos gerais, o pr6-dominio estd envolvido na ativagdo da enzima
e variacdes no dominio catalitico referem-se a diferencas nos substratos das enzimas (Fig.2)

(ALAMEDDINE, 2012).
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Vinte e cinco membros da familia de MMPs foram identificadas; sendo a maioria
secretada, exceto seis que sao do tipo transmembrana, como, por exemplo, as MMPs 2,9 ¢ 14
(CHEN e LI, 2009), que estdao inseridas na membrana por um segmento transmembranar ou
por glicosilfosfatidilinositol (GPI).

As MMPs s3o agrupadas de acordo com a sua composicdo, dominio e substrato
especificam da MEC, podendo ser: colagenases, que sdo compostas de um dominio catalitico
e um dominio hemopexina C; gelatinases, que t€ém um dominio catalitico € um dominio de
ligacdo ao colageno, chamadofibronectina;estromelisinas, que possuem os mesmos dominios
das gelatinases, diferenciando apenas no substrato; e matrilisinas, quando ndo possuem o
dominio hemopexina C (ALAMEDDINE, 2012; FANJUL-FERNANDEZ, FOLGUERAS, et
al., 2010).

A Signal FN Binding HP Domain TMD
peptide site or
+ + GPI
c“,z Ty 24
Propepiide | | | O OO —
Furin cle_nvage site Hinge r?gion
Catalytic Domain
B
Znet Matrilysins: MMP-7, MMP- 26
Collagenases: MMP-1, MMP-8, MMP13
[PrePro |- ZiEt || Hinge [ HP | Stromelysins: MMP-3, MMP-10
Other MMP'S : MMP-12MMP-19, MMP-20, MMP27
[Pre-Pro | Zut* |- FN [ Hinge | HP | Gelatinases: MVP-2, MMP-9
Furin activable MMPs:
Furin {7702 1 Hinge |-{HP | Secreted : MMP-11, MMP-21, MMP-28
,+ ™Mo Typel- MT-MMPs: MT1-MMP, MT2-MMP,
Fuin — Zw* | Hinge |- HP MT3-MMP, MT5-MMP
*{ 6P| GPI-anchored MT-MMP's: MT4-MMP, MT6-MMP

Figura 2. Dominios estruturais das metaloproteinases de matriz.A) Representagdo esquematica dos
dominios das MMPs, que proporcionam as atividades funcionais. B) Representagdo esquematica da
composicado estrutural dos subgrupos das MMPs. FONTE: Alameddine, 2012.

Todas MMPs sao sintetizadas como pré-pro-enzimas inativas e secretadas como pro-
MMPs. O dominio pré-peptideo, com cerca de 80 aminoacidos, tem uma Unica sequéncia
altamente conservada, na qual a cisteina (Cys) coordena o dominio catalitico dependente de

zinco para manter a laténcia (MANNELLO e MEDDA, 2012). Sao processadas por outras
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enzimas proteoliticas, como proteases de serina, furina, plasmina e outras, para gerar as
formas ativas, um processo que pode ocorrer na superficie da celula, mas normalmente ocorre
extracelularmente por outras MMPs ativadas ou por proteinases de serina, que clivam o
dominio pré-peptideo (MANNELLO ¢ MEDDA, 2012; ALAMEDDINE, 2012). Algumas
MMPs tém sequéncias de reconhecimento de pro-proteina convertase tipo furina na sua
estrutura no final do pré-dominio e podem ser ativadas intracelularmente, para serem
segregadas na superficie celular na forma ativa ou exercer a¢ao no interior da célula
(ALAMEDDINE, 2012). Muitas MMPs sao especificamente reguladas anivel de expressao
génica, mas a sua produg¢do como pré-enzimas inativas € um outro importante nivel de
regulacdo, além do controle da atividade pelas TIMPs (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase)
(ALAMEDDINE, 2012; MANNELLO e MEDDA, 2012). O equilibrio entre essas formas de
regulagdo da atividade das MMPs mantém a homeostase da matriz (SNYMAN e NIESLER,
2015).

Em geral, as MMPs desempenham papel importante na protedlise construtiva da
MEC, sendo responsaveis pela clivagem de componentes da matriz durante o
desenvolvimento embrionario, a migragdo celular, a morfogénese e na remodelacdo do
tecido. Porém, sabemos hoje que suas atividades ndo estdo limitadas a degradagdo da matriz
durante esses processos biologicos, podendo, a clivagem pelas MMPs, estar associada ao
estimulo da proliferacdo celular, através da ativacaode fatores de crescimento, como TGF-f,
ou podem também regular negativamente vias de sinalizacdo mitogénicas (MCCAWLEY e
MATRISIAN, 2001). Algumas atividades biologicas das MMPs podem agravar patologias,
porém outras podem ser benéficas, possibilitando assim novos alvosterapéuticos para varias
doengas.

Estudos tém demonstrado que as MMPs sao mediadores da remodelacdo da MEC no
musculo estriado. As MMPs 2, 9 e 14 tém implicacdo na homeostase muscular, auxiliando na
atividade das CS apo6s a injaria (MURRE, MCCAW, et al., 1989) A MMP-14 (MT1-MMP) ¢
necessaria para a ativacdo das MMPs 2 e 9, para a secre¢do da MMP-13 e também para a
ativacdo de quimiocinas, citocinas, e de fatores de crescimento, importantes na regeneragao
do musculo (SAKUMA, WATARU e YAMAGUCH]I, 2015). Foi ainda demonstrado que a
MMP-14 degrada o colageno I, principal componente fibroso de tecido cicatricial, processo
fundamental para a invasdo dos mioblastos humanos (OHTAKE, TOJO e SEIKI, 2006;
SNYMAN e NIESLER, 2015), através da ativagdo da MMP-2, classificada como gelatinase,

desempenhando papel importante na atrofia muscular (LIU, 2011).
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A pr6-MMP2 ¢ ativada na superficie da célula através deformagdo do complexo
trimolecular MMP14-TIMP2-pr6-MMP2. Esse processo se da, inicialmente, através da
licagdo de MT1-MMP ao dominio N-terminal da TIMP-2; em seguida, o dominio C-terminal
da TIMP-2 atua como receptor para o dominio hemopexina C da pr6-MMP2. Entdo, uma
MT1-MMP adjacente, cliva e ativa a pr6-MMP2 presa a TIMP-2. Apds a clivagem inicial por
MT1-MMP, o dominio pré-peptideo da pro-MMP2 ¢é removido por outra molécula de MMP-
2, obtendo-se assim a forma ativa e madura da MMP-2 (ALAMEDDINE, 2012; SNYMAN e
NIESLER, 2015).

Foi demonstrado que durante o envelhecimento ha uma diminui¢do do niimero ou da
capacidade proliferativa das CS o que, em situagdes de regeneracdo, leva a uma cicatrizagao
demorada com extensa formac¢ao de tecido cicatricial fibroso (SADEH, 1988; SCHULTZ ¢
MCCORMICK, 1994; BORNEMANN, MAIER e KUSCHEL, 1999) .

Estudos recentes indicaram ainda que, durante a cicatrizacdo do musculo envelhecido,
o microambiente celular é menos eficaz na manutengdo da ativacdo, recrutamento ¢ destino
miogénico das CS, mas facilita a conversdo para um estado fibrogénico (CARLSON,
CONBOQY, et al., 2009; CAROSIO, BERARDINELLI, et al., 2009). Interessantemente,
evidéncias tém demonstrado que o microambiente hostil de regeneragdo muscular ¢
restauravel, tanto pela neutralizacdo da atividade do fator de crescimento de transformagao
(TGF) (CARLSON, CONBOY, et al., 2009) quanto pela introdu¢do da MMP-9 ativa por
terapia celular (GARGIOLI, COLLETA, et al., 2009).

Apesar de bem relatado a importancia das CS no controle da massa muscular, ainda ha
na literatura davidas sobre o seu real papel no envelhecimento. Além disso, a relacao das
MMPs com as CS em musculos envelhecidos ainda ¢ pouco investigada Assim, elucidar o
papel dos mecanismos que regulam o processo de regeneragdo e manuten¢do da massa
muscular traz a esperanca de que alvos de novas drogas terapéuticas possam ser encontrados
para atenuar ou at¢ mesmo bloquear a atrofia muscular decorrente do envelhecimento normal

e em condi¢des de miopatias.

2 OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel das MMPs e das células satélites no no

musculo plantar, durante a sarcopenia.
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2.2 Objetivos especificos
Analisar os seguintes parametros no musculo plantar de ratos envelhecidos:
e Atrofia muscular através da andlise da expressdo génica dos atrogenes MAFbx e
MURF-1.
¢ Potencial de proliferacdo das células satélites através da andlise da MyoD e Pax7, por
meio de expressao génica (RT-qPCR) .
e Expressdo génica (RT-qPCR) das MMPs 2 e 14 e das isoformas I-al e III do

colageno.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 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 ragdo 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 realizag¢ao

do experimento foram utilizados trés grupos experimentais:

v" Grupo 3m (n=8): Animais com trés meses de idade;
v" Grupo 12m (n=8): Animais com doze meses de idade;

v" Grupo 22m (n=8): Animais com vinte dois meses de idade.

3.2 Dados anatomicos
Durante todo o periodo do experimento foram monitorados, diariamente, o peso

corporal e o consumo de racdo dos animais. Ao final do experimento os animais foram
pesados e eutanasiados por decapitacdo. A seguir, o musculo plantar (PL), que apresenta
caracteristicas glicoliticas e de rapida contragdo, sendo o mais acometido no envelhecimento,
com atrofia principalmente das fibras tipo II, foi coletado, pesado e submetido a anélise
molecular. Além disso, foi utilizado o peso do musculo como parametro para avaliar o indice

de atrofia e/ou hipertrofia muscular.
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3.3 Avaliag¢do quantitativa da expressdo génica por reag¢do em cadeia da polimerase em
tempo real apos transcricdo reversa (RT-gPCR)

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

a) Extra¢do de RNA com TRIzol (Life Technologies Coporation,Carlsbad, CA, EUA)

Para a extragdo de RNA total, fragmentos do musculo PL 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.
Foiutilizado o espectrofotometro NanoVue Plus (GE HealthCare, EUA) para verificar a
qualidade da extragdo e quantificar o RNA. A qualidade do RNA a partir da analise dos RNAs
ribossomais baseadas em microfluidos, utilizando-se o sistema 2700 Bioanalyzer (Agilent,
EUA) (Fleige & Pfaffl, 2006). Apos esta etapa, foi realizado o tratamento do RNA com
Dnase, conforme as instrugdes do protocolo Dnase I —Amplification Grade (Life Technologies

Coporation, Carlsbad, CA, EUA).

b) Reagdo de Transcri¢do Reversa (RT)

A reacdo de transcricdo reversa (RT) foi realizada utilizando-se o High Capacity
c¢DNA archive kit (Life Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUA), conforme
especificagdo do fabricante. Foram utilizados 2 pg de RNA total obtido do musculo
esquelético com a adi¢do de 2,5 pL de inibidor de ribonuclease recombinante RNase OUT (40
unidades/uL) (Life Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUA). O volume final da reagdo
foi ajustado para 100 pL H2O livre de Rnases.

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

A PCR em Tempo Real foirealizadocom o Power SYBR®Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando-se 2 pL do produto da RT
(equivalente a 40 ng de RNA total), 12,5 pL de Power SYBR®Green Mix (2,5X), primers
“sense” e “anti-sense” (nas concentragdes Otimas previamente testadas) e agua-Ultrapura
suficiente para um volume final de 25 pL de solucdo. Os primers para os genes analisados

(Tabela 1) foram desenhados através do software Primer Express® (Applied Biosystems,
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Foster City, CA, EUA), a partir de sequéncias publicadas no GenBank (www.pubmed.com), e
sintetizados pela Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA). As reagdes para cada
gene foram realizadas em duplicatas, no Sistema Quant Studio (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). As condigdes de termociclagem da reagao de gPCR foram padronizadas de
acordo com as instrugdes 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). Os valores de expressio génica

normalizados pelo genes enddgenos PPIA, PPIB ¢ GAPDH.

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 _00119198.
MMP-2 NM 031054.2
MMP-14 NM 031056.1
Colageno I-al NM 053304.1
Colageno 111 NM 032085.1
MAFbx NM 133521.1
MuRF1 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

3.5 Avaliag¢do quantitativa da expressdo proteica por Western Blot
Apesar da expressdo proteica ndo estar nos objetivos do estudo, realizamos a analise

por Western Blot das proteinas Pax7 e dos colagenos I-a e III, que apresentaram resultados de
expressao génica discrepantes comparados com a literatura. As amostras musculares
congeladas foram homogeneizadas em homogeneizador de tecidos (IKA UltraTurrax/T-25)
com 0,5 mL de tampao de lise (1% Triton X-100, pirofosfato de s6dio 10 mM, fluoreto de
sodio 100 mM, aprotinina 10 pg/mL, PMSF 1 mM, ortovanadato de sddio - NazV040.25 mM,
NaCl 150 mM e Tris-HC1 50 mM pH 7.5). As amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm por
20 min e o sobrenadante coletado. Uma aliquota de 50 uLL do homogenato foi tratada com 25

puL do tampdo de amostra de Laemmli (SDS 2%, glycerol 20%, azul de bromofenol 0.04
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mg/mL, Tris-HCI1 0.12M pH 6.8 e B-mercaptoetanol 0.28M). As amostras foram incubadas a
97°C por 5 minutos e armazenadas em freezer -20°C até sua utilizagao.

Uma aliquota do extrato puro de cada amostra (ndo tratado com Laemmli) foi usada
para quantificacao das proteinas totais pelo método de Bradford.

Quantidades exatas de proteinas totais de cada amostra (40 pg) foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% para Pax7 e 10% para os colagenos (SDS-PAGE).
Em seguida, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE Healthcare
Life Sciences) em sistema umido. Para garantir que a mesma quantidade de proteina foi
aplicada, a membrana foi corada com Ponceau S Protein Stain.

As membranas foramentdo bloqueadas com solugdo de leite5% diluida em tampao
fosfato salino (TBS-T: Tris-HCI pH 8,0 1M, NaCl 2,15M, Tween-20 0,1% pH 7.4), por 1
hora, para bloqueio de sitios inespecificos. Em seguida, as membranas foram incubadas com
o0s respectivos anticorpos primarios (Tabela II) diluidos em solugdo BSA 5%, overnight a 4°C,
segundo as recomendagdes dos fabricantes. Apos 3 etapas de lavagem com tampao TBS-T,
as membranas foram incubadas com os respectivos anticorpos secundarios, conjugados com a
enzima horseradich peroxidase (HRP), por 1hora em temperatura ambiente. Novamente, as
membranas foram lavadas e foi utilizado o sistema de detec¢do quimioluminescente ECL
Select™ Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare), de acordo com as
recomendacoes do fabricante, para gerar um sinal na posi¢do referente a cada proteina
detectada.

O sinal gerado pelas bandas foi captado através do Syngene G:BOX F3 Fluorescence
Imaging System e a quantificagdo feita por densitometria, utilizando-se o software ImageJ
software for Windows (versio 1.71, 2006, Austria). Os valores de expressio proteica foram
normalizados pelo Ponceau S Protein Stain.. Os valores de expressao relativa gerados foram

apresentados como unidades arbitrarias.

Tabela Il. Anticorpos utilizados e suas diluigdes.

Santa cruz (81648)
Pax7 1:200
Abcam (292)
Coll-a 1:1000
Abcam (6310)
Col IIT 1:1000
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3.6 Andlise estatistica
Para a andlise dos resultados que obtiveram distribui¢do normal, foi utilizada a analise

de variancia para o modelo com um fator (ANOV A-one way), sendo os valores expressos em
média e desvio padrdao (média £ DP), complementada com teste de compara¢des multiplas de

Tukey. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p < 0,05).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo fisiologico de perda da massa e da for¢ca muscular, relacionada com a
idade, ¢ denominado sarcopenia (MCKINNELL e RUDNICKI, 2004). Essa atrofia foi
observada, em nossos animais, pela razao entre o peso muscular ¢ o peso corporal, que
demonstrou reducao no peso do musculo PL (g) dos animais do grupo de 22 meses (11,05 £
0,084) comparado com os grupos de 3 e 12 meses (0,0868 = 0,00733; 0,0674 + 0,00476,
respectivamente), uma vez que o aumento da taxa de proteolise muscular ¢ o principal evento
desse processo (ARGILES, BUSQUETS, et al., 2015).

A manutencdo da massa muscular ocorre através do equilibrio entre vias de
anabolismo e catabolismo (MCKINNELL e RUDNICKI, 2004). Durante a atrofia, as vias do
catabolismo sdo aceleradas, promovendo degradagdo das miofibrilas e de outras proteinas
constituintes do sarcomero, sendo a perda de maquinaria contratil responsavel pela reducgao da
forca muscular (COHEN, NATHAN e GOLDBERG, 2015). A degradacdao das proteinas
ocorre através do sistema ubiquitina-proteassoma (UPS) e do do sistema autofagia, sendo a
maioria das proteinas musculares degradadas pelo sistema UPS (BONALDO e SANDRI,
2013).

No nosso experimento, as ubiquitinas-ligases musculo especificas, atrogina-1/MAFbx
e MuRF1, responsaveis por catalisar a degradagdo de protéinas envolvidas na sintese proteica
(atrogina-1/MAFDbx) e pela ubiquitinagdo e degradacdo dos componentes do sarcomero e
citoesqueleto (MuRF1) (COHEN, NATHAN e GOLDBERG, 2015), foram analisadas.
Trabalhos demonstram aumento nos niveis de expressao de mRNA dos atrogenes em diversos
modelos de atrofia, tanto in vitro, como no tratamento de células C2C12 com TNF-a (Tumor
Necrosis Fator alpha), que mostram um aumento na expressdo dos atrogenes apds duas horas,
semelhante ao tratamento com H»O» (LI, CHEN, et al., 2004); e in vivo, através da
imobilizacdo dos membros posteriores, onde ocorre aumento nos niveis de¢ MAFbx e MuRF1

apo6s 3 dias de recuperagdo (VECHETTI-JUNIOR, BERTAGLIA, et al., 2015). No presente
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estudo, embora a expressdo génica do MuRF1 ndo tenha apresentado diferenca significativa
nos grupos estudados (Fig.3B), houve aumento na expressio de mRNA de MAFbx nos
grupos 12 e 22 meses comparado com o grupo de 3 meses (Fig. 3A), o que corrobora com os
dados da massa muscular relativa, indicando a perda de massa muscular nos animais idosos.
Rom et al. (2016), em sua revisdo, indicam dados conflitantes sobre o envolvimento dos
atrogenes na sarcopenia. Enquanto Clavel et al. (2006) demonstraram um declinio da massa
muscular acompanhado pelo aumento de mRNA dos atrogenes MuRF1 e MAFbx, Altun et al.
(2010) observaram aumento de proteinas poli-ubiquitinadas e da transcricdio de MuRF1 em
membros posteriores atrofiados de animais idosos. Essa divergéncia na literatura pode indicar
que a degradagdo das miofibrilas pode ocorrer tanto pela ativacdo e agdo de ambos os
atrogenes como também por apenas uma das ubiquitinas-ligases musculo especificas,
podendo ser MuRF1, segundo o estudo citado por Rom et al. (2016), ou atrogina-1, conforme

encontrado em nosso trabalho.
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Figura 3. Quantificacdo do mRNA dos atrogenes envolvidos na degradagdo proteica no musculo plantar. A)
MAFbx; B) MuRF1. Valores em média + desvio padrdo. * p < 0,05 vs. 3M. ANOVA 1-way, com teste post-
hoc Tukey.

Virias vias de sinalizagdo podem estimular a transcricdo de MAFbx e MuRF1, como a
via do NF-kB (Nuclear Fator kappa b) (MCKINNELL e RUDNICKI, 2004). Forman et al .
(2016) mostraram a ativagdo de NF-kB no envelhecimento, através do aumento da
transloca¢do dos membros p50, p52 e RelA (p65) da familia do NF-kB do citosol para o
nicleo, em tecido cardiaco em camundongos SAMPS8 (considerados idosos com
aproximadamente 14 meses), fato que foi relacionado com o prejuizo da homeostase celular
no envelhecimento. Além disso, citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a e IL-1

(Interleukin-1), sdo responsaveis por estimular a via do NF-kB (MICHAUD, BALARDY, et
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al., 2013; SAKUMA, AOI ¢ YAMAGUCHI, 2015) ¢ como durante o envelhecimento ocorre
aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatorias circulantes (MICHAUD, BALARDY, et
al., 2013) esses fatores podem contribuir para a ativacdo da transcri¢do dos atrogenes, e
consequentemente o desenvolvimento da atrofia muscular no envelhecimento.

A regeneracao muscular, no envelhecimento, ¢ um processo inificiente e multifatorial,
que pode envolver a redugdo do nimero e do potencial proliferativo das CS, o encurtamento
dos telomeros nas CS ou até uma reducao da inervacao do musculo (SHEFER, MARK, et al.,
2006; PALLAFACCHINA, BLAAUW e SCHIAFFINO, 2013; LACRAZ, ROULEAU, et al.,
2015; DOMINGUES-FARIA, VASON, et al., 2016). Entretanto, diferente do que a literatura
sugere para o envelhecimento, a analise do marcador miogénico Pax7, no nosso estudo,
essencial para sustentar a renovacdo e regeneracdo celular (MALTZAHN, JONES, ef al.,
2013), teve um aumento significativo na expressdo de mRNA nos animais idosos (22M)
quando comparados com as outras idades (3M e 12M) (Fig. 4A). Para compreender esse
surpreendente resultado, realizamos a andlise proteica, que ndo apresentou diferenca entre os
grupos, mas indicou uma semelhanga de expressdo dos animais idosos com os jovens (Fig.
4B). Em conjunto, os resultados para o marcador Pax7 demonstram que os niveis altos de
mRNA ndo foram traduzidos em proteina, explicado pela regulagdo do processo de
transcricao/tradugdo (YOSHIZAWA, ENDO, et al., 1995). Esse aumento na expressao génica
do Pax7 com o avanco da idade sugere um possivel mecanismo de ativagdo das poucas e
quiescentes CS do musculo plantar envelhecido, assim como observado em outros estudos
(HE, BERARDI, et al., 2013; BRZESZCZYnSKA, JOHNS, et al., 2016). E possivel que as
CS, nessa condicao (senilidade) em que ocorrem mudangas no seu microambiente, se tornam
ativadas para tentar recuperar e/ou manter a massa muscular. Em sua revisdo, Seale et al.
(2000) mostram dados de expressdo especifica de Pax7 em células satélites quiescentes e
ativadas (SEALE, SABOURIN, et al., 2000).

Resultado semelhante foi observado por Brzeszczynska ef al. (2016), que sugerem um
estimulo significativo da atividade regenetativa das CS através do aumento tanto de Pax7
como de Pax3 em idosos saudaveis. He et al. (2013), ao estudar a atrofia muscular associada
ao cancer, também encontraram aumento desse fator de transcricdo nas células satélites,
sugerindo que a ativagdo das CS pelo Pax7 sofre desregulacao pela via classica do NF-kB,

impedindo a regeneragdo muscular.
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Figura 4. Quantificagdo do mRNA (A) e da proteina (B) do marcador miogénico Pax7 nos grupos 3M, 12M e 22M
no musculo plantar.Valores em média + desvio padrdo. * p<0,05 vs. 3M; # p<0,05 vs. 12M. Anova 1-way, com post-
hoc Tukey.

O estudo de Brzeszczynska et al. (2016) objetivou determinar, através do
transcriptoma, a integridade do sistema de resposta ao estresse celular avaliando a
diferenciagdo das CS e apoptose em idosos sauddveis e em pacientes caquéticos € nao-
caquéticos. Os autores evidenciaram que, nos pacientes caquéticos houve um bloqueio da
maturacdo das CS, reducdo da defesa oxidativa e aumento da apoptose, enquanto que o0s
idosos saudaveis mantiveram o potencial de diferenciacdo das CS e a defesa oxidativa,
apontado pelo aumento dos marcadores de CS (Pax3 e Pax7), dos marcadores iniciais (MyoD
e Myf5) e finais (MyoG) da miogénese, além do aumento da expressdo de genes associados
com a defesa oxidativa (SOD2, GCLM, and Nrf2). No nosso estudo, a andlise da expressao
do gene MyoD demonstrou uma diminui¢ao na expressao nos animais com 22M (Fig.5), fato
que pode estar relacionado com a diminui¢do da proliferacao celular para a manutencao da
massa muscular, contribuindo com a atrofia, embora observamos um aumento na expressao

génica do Pax7, sem alteragdo na expressao da proteina.
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Figura 5. Quantificagdo do mRNA de MyoD no musculo plantar. Valores em média + desvio
padrdo. * p < 0,05 vs. 3M; # p < 0.05 vs. 12M. ANOVA 1-way, com teste post-hocTukey.

Alteragdes na matriz extracelular (MEC) do musculo esquelético também contribuem
para a perda da massa muscular, além do desequilibrio entre as vias de sintese e degradacao

proteica (KRAGSTRUP, KJAER e MACKEY, 2011), o que acarreta em mudangas nas
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propriedades mecanicas relacionadas com a forca, culminando assim numa redugdo da forga
muscular na sarcopenia. Apesar de ainda existir divergéncia na literatura, grande parte dos
estudos indicam aumento da deposicdo de colageno no envelhecimento, aumentando
consequentemente o tecido fibroso (LACRAZ, ROULEAU, et al., 2015), tanto em humanos
(KRAGSTRUP, KJAER ¢ MACKEY, 2011) e em modelos animais (MAYS, MCANULTY,
et al., 1991; LACRAZ, ROULEAU, et al., 2015). No nosso estudo, embora o principal
componente estrutural do musculo esquelético mostrou uma redugdo na expressao génica nos
animais adultos (12M) e idosos (22M) para as duas isoformas analisadas, lal e III (Fig. 6A e
7A, respectivamente), a expressdo proteica de ambas isoformas ndo apresentou diferenca
signiticativa e, conforme Garg ¢ Boppart (2016), com o avango da idade a deposi¢ao de

colageno ndo ocorre por aumento das vias de sintese.
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Figura 6. Quantificagdo do mRNA (A) e da proteina (B) do colageno I-o no musculo plantar. Valores em
média + desvio padrdo. * p < 0,05 vs. 3M; ANOVA 1-way, com teste post-hoc Tukey.
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Figura 7. Quantificagdo do mRNA (A) e da proteina (B) do colageno III no musculo plantar. Valores em
média = desvio padrao. * p < 0,05 vs. 3M; ANOVA 1-way, com teste post-hoc Tukey.

O estudo de Koyal Garg (2016) indica que no envelhecimento pode ocorrer uma
redugdo drastica na expressao de genes relacionados com a MEC, como do protocolageno;

sugerem que o acumulo de coldgeno ocorre mais por uma redugao das vias de degradagao do
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que por um aumento das vias de sintese. (KRAGSTRUP, KJAER ¢ MACKEY, 2011), sendo
a deposicao de tecido fibroso um determinante na eficiéncia da regeneragdo muscular (GARG
e BOPPART, 2016). Esses achados corroboram os nosos resultados observados no musculo
plantar de ratos senis, onde ndo houve diferenca na expressao da proteina para os Colagenso
I-a e III ente os grupos estudados.

De acordo com essa hipdtese, as MMPs exibiriam uma expressdo reduzida nos
animais idosos (22M), uma vez que as metaloproteinases de matriz por desempenharem papel
importante no furnover da MEC (SNYMAN e NIESLER, 2015) tém sua atividade controlada
principalmente no nivel de transcrigao.

No nosso estudo, a MMP-14, uma colagenase, assim como a MMP-2, uma gelatinase,
demonstraram reducdo nos niveis de mRNA no grupo de 22M, o que fornece suporte para a
hipdtese de que na senilidade o acimulo de colageno ocorre por reducdo das vias de

degradagdo, sendo assim, pode ocorrer a diminui¢do da atividade das MMPs.
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Figura 8.Quantificagio de mRNA das metaloproteinases de matriz, 14 e 2 (A e B, respectivamente) no
musculo plantar. Valores em média = desvio padrdo. * p < 0,05 vs. 3M; ANOVA 1-way, com teste post-hoc
Tukey.
Desta forma, podemos concluir que, durante o envelhecimento, ocorreu reducdo da
sintese de coldgeno, acompanhada pela reducdo das vias de sintese das MMPs e que a
ativacdo das células satélites pelo aumento da expressdo gé€nica de pax7 ndo foi capaz de
atenuar nem recuperar a massa muscular. Sugerimos que a deposi¢do de colageno,
decorrente da redugdo da degradagao pelas MMPs, pode ter alterando o nicho favoravel para a
migracdo e proliferacdo das células satélites no muisculo PL nos ratos envelhecidos.
Entretanto, estudo adicionais sdo necessarios para confirmar essa hipotese. Por exemplo,

avaliacdo da atividade das MMPs, expressao proteica de todos os genes avaliados, analise e

quantificagdo do colageno.
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