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RESUMO

Introducdo: Durante o envelhecimento, a perda de massa muscular (sarcopenia) ¢ inevitavel e
contribui para a elevada morbidade e mortalidade; assim, evitar a sarcopenia ¢ importante para
manutengdo da satde e qualidade de vida a longo prazo. Além disso, o treinamento fisico tem sido
demonstrado ser importante para o controle de massa muscular durante o envelhecimento através da
ativacdo de varias vias incluindo, IGF1-AKT e PGC-1a. Além disso, foi demonstrado que LRP130,
um componente do complexo do PGC-1a é importante para a transcri¢do dependente de varios
genes mitocondriais in vivo. Portanto, nés hipotetizamos que o treinamento fisico pode melhorar a
recuperagdo muscular, possivelmente através do complexo PGC-10/LRP130 por inibicdo do
sistema ubiquitina-proteassoma apds atrofia induzida por desuso em ratos idosos. Portanto, foi
investigado os efeitos do processo de regeneragdo muscular apos curto periodo de imobilizagdo
seguido de 3 ou 7 dias de recuperagdo utilizando treinamento aerobio (AT) ou treinamento resistido
(TR).

Me¢étodos: Apds 7 dias de imobilizacdo, os animais foram submetidos ao processo de recuperacao
muscular com exercicio (AT ou RT) ou sem exercicio (R) durante 3 ou 7 dias. No final do
experimento, os animais foram sacrificados, e o musculo plantar (PL) foi removido para analises
morfologicas (avaliacdo da atividade mATPase, para avaliar a area de sec¢do transversal das fibras
musculares (CSA), bem como a frequéncia dos tipos de fibras especificas), analises bioquimicas
(isoformas da cadeia pesada de miosina, MyHC), expressdo génica de 44 marcadores moleculares
de massa muscular (RT-qPCR). Para entender melhor a relevancia bioldgica das interagdes de
mRNA, foi realizada uma analise de rede que estio relacionados com o nosso conjunto de genes
diferencialmente expressos (plugin GeneMANIA Cytoscape). Os genes diferencialmente expressos
foram submetidos a analise de Western blot.

Resultados: Apos 7 dias de estimulo atrofico, apenas os musculos PL dos animais submetidos ao
AT recuperaram os padrdes normais da CSA. A frequéncia dos tipos de fibras e isoformas MyHC

ndo se alterou durante o experimento em todos os grupos. Apds 3 dias de recuperagdo, a expressao
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do sistema ubiquitina-proteassoma envolvidos na atrofia muscular (MAFbx, MuRF-1 e FoxO1)
foram reduzidos exclusivamente no grupo AT. Interessantemente, no grupo AT, os niveis elevados
de PGC-1a e LRP130 acelerou o processo de recuperagdo muscular possivelmente inibindo a via
FOXOL1.

Conclus@o: O AT potencializou o processo de regeneragdo muscular apos a atrofia induzida por
desuso em ratos idosos, possivelmente através do complexo PGC-10/LRP130 por inibi¢do do
sistema ubiquitina-proteassoma. Nossos resultados forneceram importantes insights sobre o
processo de regeneracdo muscular em animais idosos, o que poderia contribuir para o controle da

sarcopenia no envelhecimento.

Palavras-chave: Envelhecimento. Massa Muscular. Imobiliza¢do. Recuperagdo. Treinamento

Fisico
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ABSTRACT

Background: During aging, loss of muscle mass (sarcopenia) is inevitable and contributes to
increased morbidity and mortality; thus, the maintenance of skeletal muscle mass is critical for
long-term health and quality of life. In addition, physical training has been shown to be important to
the control of muscle mass during aging through the activation of several pathways including,
IGF1-AKT and PGC-la. Also, it was demonstrated that LRP130, a component of the PGC-1la
complex is important for the PGC-1a- dependent transcription of several mitochondrial genes in
vivo. Therefore, we hypothesized that the physical training could improve the muscle recovery
possibly through of the LRP130/PGC-1la complex by inhibiting the ubiquitin-proteasome system
after disuse-induced atrophy in aged rats. We therefore investigated the effects on muscle recovery
after short-term immobilization followed by 3 or 7 days of retraining with aerobic training (AT) or
resistance training (RT).

Methods: After 7 days of immobilization, the animals underwent the re-growth process with
exercise (AT or RT) or without exercise (R) for 3 or 7 days. At the end of the experiment, the
animals were sacrificed, and the plantaris (PL) muscle was removed for morphological analyses
(assessment of mATPase activity, to assess the total muscle fiber cross sectional area (CSA), and
the frequency of specific fiber types), biochemical analyses (Myosin Heavy Chain, MyHC), gene
expression of 44 molecular markers of muscle mass (RT-qPCR). To further understand the
biological relevance of the mRNA interactions, we performed a search for additional genes that are
related to our differentially expressed gene set (GeneMANIA Cytoscape plugin). Differentially
expressed genes were submitted to Western blotting analysis.

Results: At 7 days after an atrophic stimulus, only PL muscles from animals subjected to AT had
recovered their normal CSA patterns. The frequency of fiber types and MyHC isoforms did not
change during the experiment in all groups. After 3 days of recovery, the expression muscle-

specific ubiquitin ligases involved in muscle atrophy (MAFbx, MuRF-1 and FoxO1) were reduced



exclusively in the AT group. Interestingly, in the AT group, high levels of PGC-1a and LRP130
accelerated the process of muscle recovery by inhibiting the FoxO1 pathway.

Conclusion: AT enhanced the muscle regeneration process after disuse-induced atrophy in aged rats
possibly through of the LRP130/PGC-1a complex by inhibiting the ubiquitin-proteasome system.
Our results provide important insight into the process of muscle regeneration in aged animals,

which could contribute to the control of sarcopenia in aging.

Keywords: Aging. Muscle Mass. Immobilization. Recovery. Exercise Training.
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Lista de Figuras

Figura 1. A: Corte transversal do musculo s6leo de rato submetido a coloragcdo HE. Fibras
musculares (F); Perimisio (seta descontinua); Endomisio (seta continua) e Mionucleos (ponta da
seta). B: Esquema da molécula de miosina da classe II. Cada molécula de miosina ¢ composta por
duas cadeias pesadas de miosina (MyHC) e quatro cadeias leves de miosina (MLC). As MyHC
podem ser clivadas em meromiosina leves (LMM) e pesadas (HMM). As HMM sao formadas pela
porcdo globosa S1 e por¢do a hélice S2. As MLC estdo dispostas na propor¢do de duas cadeias

(uma essencial e uma reguladora) para cada subfragmento S1 (Adaptado de Dal Pai-Silva et al. [8]).

Figura 2. Cortes transversais seriados do musculo soleo (A-C) e plantar (D-F) de rato apds analise
histoquimica da mATPase com pH 4.1 (A), 4.52 (B), 10.6 (C), 4.2 (D), 4.32 (E) e 9.8 (F). Fibras
Puras (I, ITA, IID e IIB) e fibras hibridas (IC, IIC, IIAD e IIDB) [15].

Figura 3 — Processo de regeneracdo Muscular. Fibra muscular normal com célula satélite
quiescente e mionucleo (A). Ap6és um miotrauma (B), as células satélites quiescentes sdo ativadas,
proliferam-se (C) e se diferenciam em mioblastos (E). No miotrauma adaptativo do exercicio fisico,
os mioblastos migram para a regido danificada e fundem-se a fibra muscular pré-existente para
reparar o local da microlesdo e/ou adicionar nucleos para ampliar a taxa sintese protéica
(hipertrofia) (F). Porém, em situacdes de miotraumas severos que ocorra necrose das fibras (acao de
toxinas e distrofia), os mioblastos poderdo se alinhar ¢ fundir-se entre si, para formar uma nova
miofibra (G), e reparar o dano da fibra muscular (H). Durante o processo de regeneragdo, alguns
mioblastos retornam ao estado quiescente e restabelecem a populacdo de células satélites (D)

(Adaptado de Charge e Rudnick [78]).

Figura 4. Principais vias que controlam o crescimento muscular. Sintese e degradagdo proteica
reguladas por diferentes estimulos, na qual ativam multiplas vias de sinalizagdo. Linhas tracejadas
denotam vias cujo mecanismo e papel molecular no musculo esquelético ndo estdo completamente

definidos (Adaptado de Bonaldo e Sandri [101]).

Figura 5. Os sistemas proteoliticos envolvidos na atrofia muscular: (A) ativacdo de calpainas
dependente de calcio, (B) proteases lisossomais (catepsinas), ¢ (C) proteossomal dependente de
ubiquitina. A ubiquitinizacdo de proteinas alvo para a protedlise proteossomal ¢ mediada por uma

familia de proteinas e trés complexos protéicos distintos: enzimas de ativagdo de ubiquitina (E1),
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enzimas de conjugacdo de ubiquitina (E2), e enzimas de ligacdo de ubiquitina (E3) (adaptado de

Jackman & Kandarian, [116]).

Figura 6. Esquema da atrofia muscular via NF-kB induzida pelo TNF-a. A ligagdo do TNF-a ao
seu receptor (TNFR1) induz a fosforilacdo da proteina IT1B pelo complexo quinase IKB (IKK=
IKK-b + IKK-b + IKK-b) e a sua ubiquitinizagdo (Ub) para a degradagdo proteossomal. O
heterodimero NF-1B (p65 + p50) € translocado para o interior do nucleo celular para a ativacdo de
genes dependente de NF-kB, relacionados com a atrofia muscular (adaptado de Jackman &

Kandarian, [116]).

FIGURA 7. Figura ilustrando o programa de treinamento aerdbio de natacdo utilizado no

experimento [15].

FIGURA 8. Figura ilustrando o programa de treinamento de forca (salto) utilizado no experimento

[128].
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Ivan José Vechetti Junior

I- INTRODUCAO

1. Caracteristicas gerais das fibras do musculo esquelético

O musculo estriado esquelético ¢ um tecido constituido por células multinucleadas
especializadas, as fibras musculares, que apresentam mionucleos localizados na regido periférica da
fibra, abaixo da membrana plasmatica (Figura 1A). Morfologicamente, as fibras musculares sao
constituidas por unidades contrateis repetidas, os sarcomeros [1]. Cada sarcomero é formado por
proteinas, das quais se destacam as proteinas contrateis miosina (filamento grosso formado pela
polimerizac¢do de 200 a 300 moléculas de miosina da classe II) e actina (filamento fino associado as
proteinas reguladoras troponina e tropomiosina) [1]. A miosina ¢ um hexdmero formado por seis
polipeptideos: duas cadeias pesadas (myosin heavy chain, MyHC), enroladas em a-hélice e quatro
cadeias leves (myosin light chain, MLC) [2—4] (Figura 1B). Cada MyHC pode ser separada em duas
porcdes: meromiosina leve (light meromyosin, LMM), em forma de bastdo, e meromiosina pesada
(heavy meromyosin, HMM), conhecida como por¢ao globular da miosina, que contém um sitio de
interacdo com a actina e uma regido de ligagdo com a molécula de ATP (com atividade ATPase)
[1,4] (Figura 1B). A contragdo muscular ocorre através da interagdo entre os filamentos finos
(actina) e grossos (porc¢ao globular da molécula de miosina) do sarcomero [1], ap6s a hidrélise do
ATP, pela ATPase miofibrilar (mATPase) [4]. A por¢do globular da MyHC representa o
componente essencial para 0 mecanismo de geragdo de for¢ca do musculo. Segundo Talmadge e Roy
[5], a velocidade de contragdo é diretamente proporcional a atividade da mATPase, na porgdo
globular da MyHC. Tal evento foi demonstrado em analises de fibras isoladas, que revelaram uma
alta correlacdo entre o tipo de fibra, baseado na atividade da mATPase, com a especificidade da

MyHC [6,7].
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Figura 1. A: Corte transversal do musculo s6leo de rato submetido a coloracdo HE. Fibras
musculares (F); Perimisio (seta descontinua); Endomisio (seta continua) e Mionticleos (ponta da
seta). B: Esquema da molécula de miosina da classe II. Cada molécula de miosina ¢ composta por
duas cadeias pesadas de miosina (MyHC) e quatro cadeias leves de miosina (MLC). As MyHC
podem ser clivadas em meromiosina leves (LMM) e pesadas (HMM). As HMM sdo formadas pela
por¢do globosa S1 e por¢do a hélice S2. As MLC estdo dispostas na propor¢do de duas cadeias

(uma essencial e uma reguladora) para cada subfragmento S1 (Adaptado de Dal Pai-Silva et al.,

(8D

Os musculos sdo constituidos por diferentes tipos de fibras que conferem a este tecido uma
ampla diversidade estrutural, metabolica e funcional [6,9]. Inicialmente, as fibras musculares foram
divididas em trés categorias: 1- fibras oxidativas de contracdo lenta (tipo 1), 2- fibras
oxidativas/glicoliticas de contracdo rapida (tipo IIA) e 3- fibras glicoliticas de contracdo rapida (tipo
IIB), de acordo com o padrdo de coloragdo histoquimica para a reagdo da mATPase [10]. No
entanto, evidéncias mais recentes baseadas nas caracteristicas bioquimicas ¢ imunohistoquimicas
das fibras musculares, demonstraram uma estreita relacdo entre a classificagdo histoquimica das
fibras do tipo I, IIA e IIB, ¢ a expressdo das isoformas de MyHC expressas por essas fibras [11].
Neste contexto, Pette e Staron [12], classificaram as fibras musculares de mamiferos em quatro
tipos distintos: fibras de contragdo lenta (tipo I), expressando MyHCI; e fibras de contragdo rapida
(tipo 1), subdivididas em tipo IIA, IID e IIB, que expressam as isoformas de MyHClIla, MyHCIId e
MyHCIIb, respectivamente. Os autores classificaram essas fibras como puras, uma vez que,

expressavam uma unica isoforma de MyHC. As fibras do tipo IID (MyHCIId) equivalem as fibras
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X (MyHCIIx), descritas em ratos [9]. Vale ressaltar que as fibras musculares humanas nao
expressam a MyHCIIb, a classificagdo prévia de fibras IIB se equivale as fibras do tipo 11X ou IID
(MyHCIIx ou MyHCIId), de acordo com a similaridade da MyHC descrita em ratos [13]. No
entanto, a literatura comumente denomina as fibras do tipo I[IX/D como fibras do tipo IIB.

Além das fibras puras, existem as fibras “hibridas”, que expressam duas ou mais isoformas
de miosina. Estas fibras foram classificadas em Tipo IC (MyHCI > MyHCllIa), IIC (MyHClla >
MyHCI), IAD (MyHCIla > MyHCIId), IIDA (MyHCIId > MyHCIla), [IDB (MyHCIId >
MyHCIIb) e IIBD (MyHCIIb > MyHCIId) [6,12]. A associacdo entre as fibras puras e hibridas
representa um continuo de fibras lentas em direcdo a fibras mais rapidas: [ — I/IIA — 1TA/l — [TIA
— [IA/D — 1ID/A — IID — IID/B — IIB/D — IIB [14]. Deste modo, assume-se uma organizagao
sequencial das fibras puras, as quais sdo intermediadas por fibras hibridas (I <> IC < [IC < [IA <

[IAD < IID < IIDB « IIB) (figura 2).

Figura 2. Cortes transversais seriados do musculo soleo (A-C) e plantar (D-F) de rato apds analise
histoquimica da mATPase com pH 4.1 (A), 4.52 (B), 10.6 (C), 4.2 (D), 4.32 (E) e 9.8 (F). Fibras
Puras (I, ITA, IID e IIB) e fibras hibridas (IC, IIC, IIAD e IIDB) [15].
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As caracteristicas funcionais e¢ metabolicas dos diferentes tipos de fibras tem sido
investigadas em estudos que correlacionaram a expressao de diferentes isoformas de MyHC, com as
propriedades metabdlicas e funcionais das fibras musculares [6,16]. Rivero et al. [11], utilizando-se
de métodos histoquimicos, investigaram as interrelagdes entre a atividade da mATPase, a atividade
das enzimas oxidativas (succinato desidrogenase, SDH) e glicoliticas (a-glicerolfosfatase
desidrogenase, GPD) e a area de sec¢do transversal (AST) das fibras musculares do musculo
gastrocnémio de ratos. Este estudo evidenciou um padrdo de atividade das enzimas glicoliticas
mATPase e GPD, de acordo com o tipo de fibra: IIB> IID/X> IIA>I. Por outro lado, a atividade da
enzima oxidativa SDH foi maior nas fibras IIA e I. Os autores também demonstraram uma maior
atividade da GPD nas fibras com maior AST (IIB e IID/X), enquanto as fibras com menor AST (I e
ITA) apresentaram maior atividade da SDH. Os resultados deste estudo apontam uma estreita
relacdo entre a expressdo das isoformas de MyHC, a AST e as propriedades metabolicas dos
diferentes tipos de fibras musculares.

A expressido diferencial das isoformas de MyHC nos diferentes tipos de fibras ¢ refletida em
suas respostas funcionais, tais como as caracteristicas contrateis (exemplo: velocidade de contracao
e producdo de poténcia) e metabolicas (exemplo: resisténcia a fadiga). Neste contexto, tem sido
relatado que o musculo esquelético pode se adaptar através de um mecanismo quantitativo, baseado
nas mudangas da massa muscular e area da fibra, € por um mecanismo qualitativo, fundamentado
nas alteragcdes dos tipos de fibras e conteudo das isoformas de MyHC [17]. Essas modificagdes
fenotipicas sdo necessarias para suprir as necessidades funcionais ¢ metabolicas do organismo

decorrentes de diferentes estimulos.

2. Adaptacoes do misculo esquelético ao envelhecimento
Uma das principais caracteristicas da plasticidade muscular é a regulacdo intrinseca da

transcrigdo de genes musculo-especificos que promovem o aumento ou reducdo da sintese protéica
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[18]. Considerando que o conteudo de proteinas miofibrilares representa aproximadamente 85% do
volume da fibra muscular [19], qualquer situagdo que altere o balango entre a sintese e degradagido
de proteinas pode contribuir para o aumento (hipertrofia) ou reducdo (atrofia) da massa muscular
[20]. Nesta linha de investigagdo, varios estudos demonstram que o treinamento resistido pode
modular o grau de sintese e degradacdo das proteinas miofibrilares e, potencialmente, promover a
hipertrofia muscular [17,21]. Por outro lado, situagdes de desuso que promovem a reducdo da
atividade muscular como a imobiliza¢do, suspensdo do membro posterior, desnervagdo, repouso no
leito ou processos fisiologicos (como o envelhecimento) e patologicos (como o cancer, doencas
neuromusculares e insuficiéncia respiratoria) podem conduzir a severa perda da massa muscular
[22,23]. Sabe-se que a massa muscular contribui para ~50% do peso corporal total em jovens
adultos, entretanto, durante o envelhecimento ocorre um decréscimo de 25% em individuos com 75-
80 anos de idade, processo denominado de sarcopenia [24].

A sarcopenia ¢ caracterizada por uma diminui¢do da massa e da forca muscular resultando
na diminui¢do da independéncia e da capacidade funcional, sendo considerado um importante
preditor de mortalidade, estando associada com uma baixa qualidade de vida na senilidade [25,26].
Em adigdo, Janssen et al. [27] observaram que a habilidade funcional, como andar, ficar em pé,
levantar-se da cadeira de rodas, ¢ 3 vezes menor em individuos que apresentam um quadro de
sarcopenia. O declinio da atividade fisica aumenta a susceptibilidade a atrofia promovida por
desuso (repouso na cama), processo completamente reversivel na populacdo mais jovem [28],
entretanto, durante o envelhecimento essa atrofia ¢ exacerbada e¢ a capacidade regenerativa
diminuida [29,30]. Carlson et al. [31] observaram uma perda de 30% da massa muscular ap6s duas
semanas de imobilizacdo em homens idosos, em comparagdo com uma perda de menos de 2% em
homens jovens.

Seguindo esta linha de investigacdo, o desuso muscular (proveniente da inatividade fisica
dessa populagdo) ¢ muitas vezes acompanhado pelo aumento da fadiga muscular (redugdo da

capacidade oxidativa) [32-34]. Além disso, a perda de capilar e redugdo do fluxo sanguineo durante
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o envelhecimento [35,36] contribui para este aumento na fadiga muscular devido a um
fornecimento deficiente de substratos de energia e oxigénio para o musculo. Este fato pode ser
explicado devido a relacdo existente entre o fluxo sanguineo com o tipo e tamanho das fibras
musculares, demonstrando a importancia da manutencdo da massa muscular durante o
envelhecimento [37]. Durante a sarcopenia, as alteragdes morfologicas do musculo esquelético
estdo diretamente relacionadas com a disfuncdo mitocondrial e com a diminuicdo/auséncia da
habilidade do reparo, crescimento e hipertrofia muscular [38—40]. Tém sido demonstrado que o
envelhecimento promove uma diminuicdo do numero e do tamanho das fibras musculares, sendo
mais acentuada nas fibras de contracdo rapida (tipo II), o que torna o musculo mais lento [41-43].
Corroborando com estes achados, Lee et al. [44] observaram uma redug@o em fibras do tipo ITA/IIB
em idosos apds avaliarem a morfologia de 65 pacientes chineses com idade entre 17-96 anos.

Os mecanismos propostos para a perda de massa muscular durante o envelhecimento
incluem o aumento de espécies reativas de oxigénio (do inglés: Reactive Oxygen Species, ROS),
mutacdes no DNA mitocondrial (mtDNA), deficiéncia no mecanismo de autofagia e aumento de
apoptose. Foi demonstrado que um declinio progressivo da fungdo mitocondrial leva a um aumento
na formagdo do stress oxidativo e a producao de ROS, o que promove mutagcdes no mtDNA e morte
celular [45-47]. Normalmente, o dano oxidativo em proteinas alteram suas estruturas e fungdes,
conduzindo a formagdo de agregados, que sdo ubiquitinados e conduzidos pelo proteassoma a
degradacdo [48]. No entanto, com o envelhecimento o processo autofagico (renovagdo celular)
diminui, promovendo um acimulo destas proteinas agregadas, aumento de apoptose ¢ estresse
oxidativo [49]. Esses mecanismos contribuem para diminuicdo das miofibras observados na
sarcopenia em consequéncia da deficiéncia desses processos. A perda progressiva do tecido
muscular tem um impacto significativo sobre as respostas fisiologicas e bem-estar social de idosos.
Foi demonstrado que prevenir a perda do tecido muscular aumenta o tempo de sobrevida [50], além

de diminuir a fragilidade e aumentar a independéncia dos idosos [51].
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Neste sentido, alguns estudos demonstraram que o exercicio fisico atenua os efeitos
deletérios que o musculo sofre em resposta ao envelhecimento [52-54]. Enquanto apenas o
treinamento resistido promove hipertrofia no misculo adulto, varios trabalhos demonstraram que
tanto o treinamento resistido como o aerdbio pode atenuar o efeito da sarcopenia em musculos senis
[55-58]. Apesar de bem estabelecida a importancia do treinamento fisico para minimizar o efeito da
sarcopenia, poucos trabalhos procuraram investigar a capacidade de regeneragdo do musculo senil,
na tentativa de atenuar o processo de atrofia muscular. Em adicdo, Hurst & Fitts [53], apos
submeterem ratos a atrofia por imobilizacdo do membro posterior e realizarem exercicios
isométricos trés vezes por semana durante 14 dias, ndo verificaram melhora na fun¢do do musculo
gastrocnémio. Resultados similares foram observados por, Arora et al. [59], ap6s imobilizarem o
membro posterior de ratos senis e submeterem a 15 minutos diarios de exercicio em esteira. Além
disso, alguns trabalhos demonstraram que apds imobilizagdo do membro posterior houve um menor
aumento da massa muscular em ratos senis quando comparados com ratos jovens submetidos a
estimulo mecéanico [60,61]. Coletivamente, estes trabalhos demonstram que a capacidade de
regeneracdo do musculo esquelético parece diminuir com o envelhecimento. Entretanto a maioria

destes estudos ndo investigaram os mecanismos celulares e moleculares envolvidos neste processo.

3. Regeneragiao muscular

O musculo esquelético ¢ um tecido composto essencialmente por diferentes tipos de fibras
musculares que contribuem para sua plasticidade [6], possibilitando um aumento na sintese e/ou
degradagdo de proteinas miofibrilares dependendo do estimulo. Essas alteragdes no balango da
sintese e degradacdo de proteinas sdo controladas por diversos fatores moleculares que regulam a
massa muscular [62]. Teoricamente, o nimero de mionucleos ¢ o fator determinante da taxa de
sintese protéica, uma vez que fornecem a quantidade necessaria de DNA para suportar o aumento
da transcri¢do [63]. A quantidade de citoplasma (area da fibra) controlada por um tnico mionucleo

caracteriza o conceito de dominio mionuclear (regido controlada por um tnico mionticleo) [63]. Em
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humanos, Petrella et al. [64,65] sugerem que até um limite moderado de hipertrofia, que alcance um
tamanho maximo de ~ 2.000-2.250 pm? na area do dominio mionuclear, o aumento na AST das
fibras é suportado 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 protéica. Porém, em modelos de treinamento resistido de longo
prazo, que envolvem sessdes repetidas de exercicio, o aumento da AST das fibras pode exceder um
volume citoplasmatico suportavel pelo miontcleo. Neste caso, a adicdo de novos mionucleos ¢
necessaria para suprir a hipertrofia/regeneragao das fibras musculares [66,67].

Com base no conhecimento de que os mionucleos das fibras musculares maduras sdo
considerados pds-mitdticos (ndo apresentam capacidade de divisdo), sugere-se que a adi¢do de
novos mionucleos seja realizada somente pelas células satélites (CS), também denominadas de
c¢lulas miossatélites. As CS sdo precursores miogé€nicos com intensa atividade mitogénica, que
contribuem para o crescimento muscular pos-natal, regenerag@o das fibras musculares danificadas e
a manuten¢do do musculo esquelético adulto [68]. O nimero de CS ¢é dependente da espécie, da
idade e do tipo de fibra considerado, e sua frequéncia varia ao longo da fibra muscular [69]. As CS
sdo mitoticamente quiescentes no musculo adulto, mas em resposta a miotraumas severos, que
promovam a necrose da fibra (como a agdo de toxinas ou distrofia muscular), ou miotraumas
adaptativos (como o exercicio resistido), estas células proliferam e migram para a regido danificada
e fundem-se na fibra muscular pré-existente para reparar o local do miotrauma promovendo assim o
reparo muscular [70]. Consistente com a participacdo das CS no processo de hipertrofia, Kadi et al.
[21] observaram em humanos um aumento do numero de CS, ap6s 30 (19%) e 90 (31 %) dias de
treinamento resistido, porém, o numero de miontcleos permaneceu inalteravel por todo periodo de
treinamento.

Devido a importancia das CS no processo de regeneracdo do tecido muscular, a sua
diminui¢do induz uma defici€ncia neste processo impossibilitando a manutencdo da massa

muscular, fato que acontece naturalmente no envelhecimento [71]. Os autores demonstraram que
8
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esta reducdo pode indicar uma deplegdo do pool de CS para o reparo ou regeneragcdo do musculo
esquelético. Estudos com CS em humanos tém indicado que o envelhecimento estd associado com
uma reducdo do potencial e/ou habilidade para o processo de diferenciacdo celular [72]. Similar a
estes estudos, pesquisas recentes observaram alteragdo no nimero de CS com o aumento da idade
[58]. Coletivamente estes trabalhos demonstram que durante o envelhecimento ocorre uma
diminui¢@o no numero e/ou da atividade das CS, fato que poderia explicar em parte a diminui¢ao na
capacidade regenerativa do musculo esquelético nessa idade. Entretanto, estudos com knockout de
CS ndo observaram diferenca na AST durante o processo de hipertrofia em camundongos adultos
submetidos a ablagdo do sinergista [73]. Os autores argumentam que para o processo de hipertrofia
muscular ndo ha a necessidade de uma adi¢do de miontcleos nas fibras musculares. Desta forma os
resultados relacionados com a necessidade das CS para o processo de regeneragdo permanecem
contraditorios.

As CS tanto no estado de quiescéncia como no estado ativado, expressam marcadores
miogénicos [70], que controlam a ativacdo, proliferagdo e diferenciagdo celular, durante o processo
de reparo muscular [68]. Entre os marcadores miogénicos destacam-se os fatores de regulacdo
miogénica (MRFs), que sdo proteinas que pertencem a familia dos fatores transcricionais “basic
helix-loop-helix” (BHLH), da qual fazem parte a MyoD, Myf5, Miogenina ¢ MRF4 [68]. Essas
proteinas contém um dominio altamente conservado, que € necessario para a ligacdo com as
proteinas E, como E12 e E47. Os heterodimeros MRF-proteina E e os mondémeros de MRFs ligam-
se a sequéncias de DNA (5'-CANNTG-3"), conhecidas como Ebox, presentes na regido promotora
de varios genes musculo-especificos [74], levando a expressdao dos mesmos. As CS quiescentes ndo
expressam os MRFs, porém, quando comprometidas com a proliferacdo e diferenciagdo, passam a
expressar os MRFs [68]. O aumento na expressdo da MyoD e Myf5 esta associado com a fase de
proliferacdo das CS, e durante a fase de diferenciacdo ha maior expressdo de Miogenina e MRF4
[75]. Juntos, os MRFs sdo comumente utilizados como indicadores das fases de proliferagdo e

diferenciagdo das CS, envolvidas com o processo de hipertrofia muscular [76].
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Em resposta a estimulos adaptativos (processo de regeneragdo muscular) as CS sdo ativadas,
proliferam-se e se diferenciam em mioblastos [75]. Uma pequena propor¢ao de células satélites que
sofreram proliferacdo retorna ao estado quiescente e restabelece a populagdo de CS, pelo processo
de auto-renovacao [77] (Figura 3). Ja, os mioblastos comprometidos com a regeneragdo migram
para a regido danificada e fundem-se a fibra muscular pré-existente para reparar o local da
microlesdo e/ou adicionar nucleos para ampliar a capacidade de sintese protéica e, assim, promover
a hipertrofia. Entretanto, em casos de lesdes mais severas que sobrevenha a necrose da fibra (acao
de toxinas e distrofia muscular), os mioblastos poderdo alinhar-se e fundir-se entre si, para formar
uma nova miofibra [70,78] (Figura 3).

Considerando o importante papel dos MRFs no controle da atividade das CS para o processo
de regeneracdo muscular, varios estudos t€ém procurado compreender as possiveis interagdes
existentes entre a expressao dos MRFs e ativagdo das vias moleculares envolvidas com o processo
de hipertrofia e atrofia muscular, na tentativa de entender os mecanismos envolvidos no controle da

massa muscular durante o envelhecimento.
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Figura 3 — Processo de regeneracdo Muscular. Fibra muscular normal com célula satélite
quiescente e mionucleo (A). Ap6és um miotrauma (B), as células satélites quiescentes sdo ativadas,
proliferam-se (C) e se diferenciam em mioblastos (E). No miotrauma adaptativo do exercicio fisico,
os mioblastos migram para a regido danificada e fundem-se a fibra muscular pré-existente para
reparar o local da microlesdo e/ou adicionar nucleos para ampliar a taxa sintese protéica
(hipertrofia) (F). Porém, em situagdes de miotraumas severos que ocorra necrose das fibras (a¢ao de
toxinas e distrofia), os mioblastos poderdo se alinhar e fundir-se entre si, para formar uma nova
miofibra (G), e reparar o dano da fibra muscular (H). Durante o processo de regeneracdo, alguns
mioblastos retornam ao estado quiescente e restabelecem a populacdo de células satélites (D)

(Adaptado de Charge e Rudnick [78]).

4. Mecanismos moleculares relacionados ao controle da massa muscular

No que se refere ao processo de regeneragdo muscular tém sido demonstrado que vias
moleculares envolvidas com o controle da massa muscular sdo importantes para esse processo,
dentre eles podemos destacar as vias relacionadas com atrofia (sistema ubiquitina-proteassoma) e
com hipertrofia (via do IGF-I (Fator de crescimento semelhante a insulina; do inglés: insulin-like

growth factor-I) e da Miostatina (MSTN)) (Figura 4) [78-80].
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De fato, o IGF-I tem sido apontado como um potente sinal anabdlico no tecido muscular,
estimulando a sintese protéica em diferentes condicdes fisiologicas [62,81,82]. A expressdo de IGF-
I no musculo promove significante hipertrofia e concomitante aumento da produgdo de forca [83].
A importancia do IGF-I na promocdo da hipertrofia muscular foi demonstrada em estudos que
monitoraram o aumento da expressdo do IGF-I em associacdo com o aumento da massa muscular
[82,84]. Neste sentido, o aumento na expressdo génica do Igf-I promove um aumento na massa
muscular e consequentemente poderia retardar o processo de sarcopenia. Em adi¢cdo, Kim et al.
[85], observaram que os niveis de RNAm do Igf-I foram maiores em individuos idosos quando
comparados a individuos adultos ap6s uma tnica sessdo de treinamento resistido. Corroborando
com estes achados, Edstrom & Ulfthake [86], relataram que os individuos que apresentavam um alto
nivel de sarcopenia tinham uma menor expressao do IGF-I. Além disso, o IGF-I pode ser liberado
em resposta a carga mecdnica e, consequentemente, desencadear uma cascata de eventos
intracelulares, por meio da via IRS (insulin response substrate)—PI3K (phosphatidyl-inositol-3
kinase)—>AKT (serine-threonine kinase)—mTOR (mammalian target of rapamycin)—p70S6K
(p70S6 Kinase), que atua como potente estimulador da sintese protéica. O IGF-I ligado ao receptor
promove a ativacdo da PI3K, que fosforila a AKT tornando-a ativa para fosforilar o mTOR e,
subsequentemente, a p70S6K que atua como potente estimulador da sintese protéica [62].

Em contraste ao IGF-I a MSTN, um membro da familia do TGF-§ (Fator de Crescimento
Transformante Beta (do inglés: Transforming growth factor beta) também conhecida como fator de
crescimento e diferenciacdo 8 (do inglés: growth differentiation factor 8) (GDFS), é caracterizada
como um potente regulador negativo do crescimento muscular [79,87,88]. Além da ac@o inibitoria
sobre a ativagdo das CS, a MSTN pode inibir a atuacdo de fatores transcricionais, assim como a
MyoD e a Miogenina [89] e promover proteolise através de regulacdo de alguns componentes do
sistema ubiquitina-proteassoma [90]. A proteina MSTN ¢ sintetizada como um precursor que ¢
clivada em um pré-péptido amino-terminal ¢ uma regido madura do terminal carboxi (forma ativa

da molécula) [91]. No musculo esquelético e na circulagdo, a MSTN ¢ encontrada em complexos
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inativos em diferentes composigdes com outras proteinas, tais como o seu proprio pro-péptido,
folistatina-3 (também conhecido como gene relacionado com a folistatina) e a proteina de ligacdo
TGF-B [92-94]. O exato mecanismo de ativacdo destes complexos, ou se todos estes complexos sdo
capazes de serem ativados segue ainda desconhecido. Uma vez ativada, a MSTN tem alta afinidade
para o receptor de activina [IB (ACVR2B, também conhecido como ActRIIB) e afinidade fraca
para Acvr2a (também conhecido como ActRIIl e ActRIIA), os quais possuem afinidades com varias
ligantes, assim como outros receptores da familia do TGF-f [95]. A ligagdo da MSTN nos
receptores inicia uma via envolvendo a fosforilagdo das moléculas de sinalizacdo Smad 2 e 3 [88].
Esses Smad por sua vez se combinam com Smad 4, para formar um fator de transcri¢do, capaz de
entrar no nicleo bloqueando o crescimento de mioblastos (in vitro) através da inibigdo dos MRFs
tais como MyoD e estimular a expressdo de inibidores de ciclinas dependentes de quinase (CDK),
tais como p21 [88].

Varias semanas de treinamento de forga reduz o contetido de proteina ¢ RNAmM para MSTN
em musculo esquelético de humanos [96] e ratos [80]. Reciprocamente, o bloqueio do gene da
MSTN causa aumento da massa muscular tanto em humanos [97] quanto em animais [87,88], ¢ o
treinamento de forg¢a de curto prazo reduz os niveis do gene da Mstn em conjunto com o aumento
do Igf-I em musculo esquelético humano [80]. Neste contexto, foi sugerido que o bloqueio do gene
da Mstn poderia ser uma estratégia adequada para atenuar ou até mesmo bloquear a perda
progressiva da massa muscular no envelhecimento e em patologias [98]. Desta forma, um estudo
transversal de homens e mulheres jovens, de meia-idade e idosos sugere que os niveis do soro da
MSTN aumentam com o avangar da idade, sendo inversamente associado com massa muscular
[99]. No entanto, varios trabalhos ndo conseguiram demonstrar diferencas relacionadas entre a
idade e os niveis de RNAm da Mstn [72,100]. Coletivamente esses resultados, demonstram que o

papel da MSTN no envelhecimento permanece controverso e necessita ser melhor investigado.
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Figura 4. Principais vias que controlam o crescimento muscular. Sintese e degradacdo proteica
reguladas por diferentes estimulos, na qual ativam multiplas vias de sinalizagdo. Linhas tracejadas
denotam vias cujo mecanismo e papel molecular no musculo esquelético nao estdo completamente

definidos (Adaptado de Bonaldo e Sandri [101]).

Além das alteragdes especificas do IGF-I e da MSTN, varias citocinas inflamatorias podem
estar ativadas durante o controle da massa muscular, dentre elas podemos destacar a interleucina-6
(IL-6) e, em particular, o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) [62]. Neste contexto, o TNF-a pode
ativar uma familia de fatores transcricionais conhecidos como Fator Nuclear-Kappa B (NF-xB), que
podem ativar o sistema proteossomal dependente de ubiquitina (PDU) [102,103]. No estado inativo,
NF-kB ¢ sequestrado no citoplasma por uma familia de proteinas inibidoras chamado de IkB; em
resposta a0 TNF-o, a quinase IkB ¢ fosforilada pelo complexo IKKP, resultando na sua
ubiquitinagdo ¢ degradacdo proteossomal, levando a translocagdo nuclear de NFkB e ativacdo da

transcri¢do de genes mediados por NF-kB (Figura 6) [104]. Dentre esses genes, podemos destacar o
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aumento da express@o do MuRF1 (do inglés: Muscle RING Finger 1) [50,105], além do MAFbx (do
inglés: Muscle Atrophy F-box) [18]. Corroborando com estes achados, varios trabalhos
demonstraram que MuRF1 e MAFbx estdo altamente expressos em modelos que mimetizam a
atrofia muscular (atrofia por desuso) que acontece de maneira natural durante o envelhecimento
[106-109]. Em adicao, foi demonstrado que o knockout das E3 ligases (MURF1 e MAFBXx) previne
a atrofia muscular em ratos [107].

Além da ativagdo via TNF-a, foi demonstrado que a translocacdo e atividade do FoxO (do
inglés: forkhead box O ) ¢ necessaria para o aumento da expressdo de MAFbx e MuRF1 [110]. A
atividade da FoxO ¢ controlada por meio de modificacdes pos-traducionais, incluindo a
fosforilagdo, acetilacdo, e ubiquitinagdo [111]. Além disso, a atividade do FoxO também ¢
modulada por acdes diretas ou indiretas de cofatores e através da interagdo com outros fatores
transcricionais como o PGCla (do inglés: peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
coactivator-1 alpha), um cofator essencial para a biogénese mitocondrial [112]. Foi demonstrado
que o aumento de contragdes musculares repetidas podem estimular o aumento da expressdo dessa
molécula permitindo sua atuag@o no processo de inibicdo de atrofia muscular [113]. Manutengao de
altos niveis de PGCla durante condi¢des catabolicas de desnervacdo, jejum, envelhecimento,
sarcopenia e insuficiéncia cardiaca foi capaz de preservar a massa muscular [113—115]. Além desse
mecanismo, varios outros sistemas de protedlise, tais como o que envolve as proteases lisossomais
(catepsinas) e as calpainas dependente de calcio sdo ativados para degradacdo de proteinas
musculares [revisado em Jackman & Kandarian, [116]] (Figura 5 e 6). Estudos em pacientes e em
modelos animais, incluindo trabalho do nosso grupo, t€ém demonstrado consistentemente que o
sistema PDU ¢ o regulador primario da degradagdo proteica em diversos tipos de atrofia

[102,117,118].
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Figura 5. Os sistemas proteoliticos envolvidos na atrofia
muscular: (A) ativagdo de calpainas dependente de célcio, (B)
proteases lisossomais (catepsinas), e (C) proteossomal
dependente de ubiquitina. A ubiquitinizagdo de proteinas alvo
para a protedlise proteossomal ¢ mediada por uma familia de
proteinas e trés complexos protéicos distintos: enzimas de
ativacdo de ubiquitina (E1), enzimas de conjugagdo de
ubiquitina (E2), e enzimas de ligacdo de ubiquitina (E3)
(adaptado de Jackman & Kandarian, [116]).

Figura 6. Esquema da atrofia muscular via NF-xB
induzida pelo TNF-a. A ligagdo do TNF-a ao seu
receptor (TNFR1) induz a fosforilagdo da proteina IxB
pelo complexo quinase IkB (IKK= IKK-y + IKK-B +
IKK-a) e a sua ubiquitinizagdo (Ub) para a degradagdo
proteossomal. O heterodimero NF-kB (p65 + p50) ¢
translocado para o interior do nucleo celular para a
ativacdo de genes dependente de NF-kB, relacionados
com a atrofia muscular (adaptado de Jackman &
Kandarian, [116]).

Apesar de bem relatado a importancia sobre o papel dos MRFs, dos componentes das vias

de hipertrofia e atrofia, bem como o envolvimento das CS no controle da massa muscular, poucos

trabalhos procuraram investigar estas respostas durante o processo de regeneragdo em musculos

senis. Além disso, tém sido amplamente divulgado que o treinamento pode estimular o crescimento

da massa muscular em idosos e atenuar o processo de sarcopenia bem como potencializar o

processo de regeneragdo muscular [52—54]. Desta forma, testamos a hipdtese de que o treinamento

fisico acelera a recuperacdo da massa muscular em ratos senis apds estimulo atréfico.
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II - JUSTIFICATIVA

Elucidar o papel dos mecanismos que regulam o processo de regeneracdo muscular apos
treinamento fisico traz a esperanga de que novas terapias possam ser encontradas para atenuar ou
até mesmo bloquear a atrofia muscular decorrente do envelhecimento fisiologico e em condi¢des de
miopatias. O estudo das vias moleculares envolvidas na regeneragdo do musculo senil apds estimulo
atrofico acompanhados do exercicio fisico podera fornecer informagdes sobre a co-regulacio
existente entre os fatores responsaveis pela atrofia e hipertrofia muscular. A identificacdo destes
fatores pode contribuir para uma maior eficicia na prescricdo de treinamento na tentativa de
prevenir a perda da massa muscular, caracterizando o exercicio como uma adequada intervengao

terapéutica.

IIT - OBJETIVO GERAIS
Avaliar as adapta¢des morfologicas e moleculares durante o processo de regeneracdo em

musculo de ratos envelhecidos submetidos ao treinamento fisico apos estimulo atrofico.

IV - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o processo de regeneragdo no musculo Plantar (glicolitico e de contragio rapida) em
ratos envelhecidos submetidos a estimulo atréfico (imobilizacao), potencializada pelo treinamento
fisico, através das seguintes analises:
- Expressao génica (RNAm) dos MRFs, dos componentes das vias hipertrofica e atrofica utilizando-
se da técnica de RT-qPCR com a plataforma TLDA.
- Expressdo de proteinas selecionadas a partir dos alvos envolvidos com o controle da massa
muscular e regeneracdo muscular com base nos dados da morfologia, bioquimica,
imunofluorescéncia e RT-qPCR, utilizando-se da técnica de Western Blot.
- Numero de células satélites quiescentes e ativadas, através da imunofluorescéncia para os

marcadores Pax7, MyoD e miogenina.
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- AST das fibras musculares de cortes histologicos submetidos a coloragdo HE.
- Modulagao dos tipos de fibras e isoformas da MyHC, por meio da andlise histoquimica para a

enzima mATPase e eletroforese em gel de poliacrilamida, respectivamente.
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V - METODOLOGIA

1. Animais e Protocolo Experimental

Neste estudo foram utilizados 60 ratos Wistar machos envelhecidos por 18 meses, conforme
Shefer et al. [58]. Estes foram provenientes do Biotério Central — UNESP, Botucatu. Os animais
foram mantidos em gaiolas (2 animais por gaiola), no Biotério de Pequenos Mamiferos do
Departamento de Morfologia, em ambiente com temperatura controlada (23° C £ 1) e ciclo de
luminosidade claro/escuro invertido (12/12h), onde receberam racdo e agua ad [libitum. Este
experimento foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica Animal do Instituto de Biociéncias da
UNESP de Botucatu (Protocolo No. 343-CEEA).

Para realiza¢do do experimento foram utilizados 10 grupos experimentais (n=6): Controle
(C); Imobilizado (I); Controle 3 e 7 dias (C3 e C7, respectivamente); Imobilizados e submetidos a
recuperagdo muscular por 3 e 7 dias (R3 e R7, respectivamente); Imobilizados e submetidos a
treinamento aerobio por 3 e 7 dias (AT3 e AT7, respectivamente); Imobilizados e submetidos a

treinamento resistido por 3 e 7 dias (RT3 e RT7, respectivamente).

2. Imobilizacdo dos membros posteriores

Inicialmente, os animais dos grupos I, R3, R7, AT3, AT7, RT3 ¢ RT7 foram anestesiados
com Ketamina (50 mg/kg, i.p) e cloridrato de Xilazina (10 mg/kg, i.p), a fim de garantir a completa
sedacdo dos animais durante a efetivagdo da imobilizagdo. Em seguida, o segmento posterior dos
animais foi imobilizado com atadura gessada de secagem rapida (Figura no artigo). A abrangéncia
da imobilizacdo foi do quadril até o tornozelo, de modo que o musculo PL permanecesse em uma
posi¢do neutra. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais e permaneceram imobilizados
durante 7 dias, para promover significante perda da massa muscular [119,120]. A atrofia muscular
foi confirmada apds uma comparacdo estatistica direta dos valores da AST das fibras musculares

dos animais dos grupos | e C, sacrificados imediatamente apds este periodo. Apds o periodo de
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imobiliza¢do, os animais dos grupos R3 e R7, foram mantidos em gaiolas para a recuperagdo
muscular e os animais dos grupos AT3, AT7, RT3 e RT7 foram submetidos a um programa de
recuperagdo muscular com treinamento aerdbio e/ou resistido por 3 e 7 dias, respectivamente.
Todos os animais dos grupos C3, R3, C7 e R7 foram mantidos em agua rasa durante todo o periodo

de treinamento.

3. Protocolo de treinamento
Treinamento Aerobio

O treinamento aer6bio (natacdo) foi realizado em um aquario subdividido em 4
compartimentos preenchido com 40 cm de agua a 28-30° C (Figura 7). Os animais do grupo C e R
foram mantidos em agua rasa durante todo o periodo experimental, enquanto os animais dos grupos
AT (3 e 7 dias) foram submetidos ao treinamento aerobio de natagdo [15,121]. Inicialmente, todos
os animais completaram 5 sessdes de adaptagdo ao treinamento em um volume (0 até 15 min.) e
intensidade (0 até 2% do peso corporal como sobrecarga) progressivos. Para definir uma
intensidade ideal de treinamento, foi realizado um teste de lactato para obten¢@o do limiar anaerdbio
(LA). Este teste determina o LA pelo ponto de infleccdo da curva do lactato sanguineo o que
corresponde a intensidade limite entre a transicdo do metabolismo aerdbio para o anaerobio [122].
O protocolo utilizado neste experimento € caracterizado por um teste de duplo-esfor¢o ndo invasivo
[123,124]. Este teste consiste de duas séries de 5 minutos de natagdo na mesma intensidade, com
dois minutos de intervalo entre as series ¢ com coleta de sangue da cauda dos animais para analise
do lactato ao final da primeira e da segunda série. Durante o descanso (intervalo entre as séries) os
animais foram mantidos em agua rasa para evitar o estresse.

As alteracdes da concentracdo de lactato (delta) foram calculadas pela subtracdo da
concentracdo do lactato do final da segunda série (LAC E2) da concentragdo do final da primeira
série (LAC E1): (A LAC= LAC E2 — LAC E1). Posteriormente, utilizando os valores de delta para

cada carga, uma interpolagdo linear individual foi plotada permitindo o célculo da “carga nula” que
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corresponde ao LA. As intensidades utilizadas para o teste de duplos esforgos foram de 2, 3 ¢ 4% do
peso corporal dos animais. Cada animal realizou o teste nas trés intensidades com intervalo de 24
horas entre elas. Essas intensidades foram escolhidas baseado em estudos que determinaram o LA
(5% do peso corporal) em ratos adultos [121,125]. Apds a determinacdo do LA, os animais foram
submetidos a 20 minutos com 2.3% do peso corporal (LA) por 3 (AT3) e 7 (AT7) dias de
treinamento. As sessoes de treinamento foram performados sempre no mesmo periodo, entre as 14 e
16h. Nos acreditamos que por ser um teste ndo exaustivo, a sua utilizagdo para determinar o LA em
animais velhos submetidos ao estimulo atrofico foi a ferramenta mais adequada, uma vez que a

maioria dos testes para determinagdo da LA exigem a exaustdo.

g
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FIGURA 7. Figura ilustrando o programa de treinamento aerdbio de natacdo utilizado no

experimento [15].

Treinamento Resistido
O treinamento resistido (forca) foi baseado no protocolo descrito por Cunha et al. [126].

Antes do inicio do experimento os animais realizaram uma semana de pré-treinamento para se
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adaptarem com a agua e o protocolo de treinamento. Nesta fase os animais saltaram de dentro de
uma cuba contendo 38 cm de dgua com temperatura entre 28-32°C (Figura 8). A profundidade foi
apropriada para que o animal conseguisse respirar na superficie da 4gua durante os sucessivos
saltos. O salto era contabilizado apenas quando os animais conseguiam pular até a superficie e
retornar ao fundo da cuba. O processo de adaptagdo foi progressivo com aumento do niimero de
séries (2 até 4) e repetigdes (5 até 10), suportando uma sobrecarga de 50% do peso corporal
adicionados a um colete colocado no animal (Figura 8). Apods o periodo de adaptagdo e para garantir
a mesma intensidade de treinamento entre os animais, as cargas foram ajustadas através do teste de
1 repeti¢do maxima (1RM). O teste foi realizado com aumento progressivo das cargas (80%, 90%,
100% e 110% do peso corporal de cada animal) sendo realizadas com um intervalo de 5 minutos de
pausa entre as tentativas. O teste foi realizado com no maximo 4 tentativas para cada animal até a
carga que representasse 1RM. A carga de 1RM foi definida com o peso mais alto que o animal
conseguisse realizar apenas em um Unico salto. Posteriormente, os animais foram submetidos a 3
(RT3) ou 7 (RT7) dias de treinamento de forca apds estimulo atrofico. O treinamento consistiu de 3
séries de 10 saltos com 60% da 1RM o que corresponde a faixa de treinamento de forca [127]. As

sessoes de treinamento foram realizadas sempre no mesmo periodo do dia, entre 14 ¢ 16h.
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FIGURA 8. Figura ilustrando o programa de treinamento de forca (salto) utilizado no experimento

[128].

4. Dados Anatomicos

Durante todo o periodo de experimento foram monitorados, diariamente, o peso corporal € o
consumo de racdo dos animais. Ao término do experimento os animais foram pesados e sacrificados
por decapitagdo. A seguir, o musculo plantar (PL) foi coletado, pesado ¢ submetido as analises
morfologicas, bioquimicas, histoquimicas e moleculares. Em adi¢ao, foi coletado a gordura corporal
total (visceral, epididimal e retroperitoneal) para avaliar a composi¢do corporal dos animais ao
término do experimento. Além disso, foram utilizados 3 pardmetros para avaliar o indice de atrofia
e/ou hipertrofia muscular: Peso do musculo (mg), relagdo entre o peso do musculo e comprimento

da tibia € AST das fibras musculares (um?).
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5. Analise sérica do cortisol

Para avaliar o nivel do stress presente nos animais apos o periodo de imobilizagdo e
recuperagdo muscular de 3 ¢ 7 dias foram realizados as dosagens dos niveis sérico do cortisol. O
sangue foi coletado apos decapitacdo, centrifugado (3000 x g por 15 minutos), o soro coletado e
armazenado a -80°C. As concentragdes do cortisol foram quantificadas através de ensaios

imunoenzimatico, seguindo as orienta¢des do fabricante (R&D systems).

6. Analise histoquimica e area de secciio transversal das fibras musculares

Ap6s a retirada do musculo Plantar, uma porgdo foi imediatamente congelada em n-Hexano
resfriado em nitrogénio liquido (-156°C) e armazenada em frezer a —80°C. Cortes histologicos (12
um) foram obtidos em um criostato a —20°C. Foi realizada a reacdo histoquimica da mATPase para
a analise dos tipos e subtipos de fibras [129].

Utilizando-se um Sistema de Analise de Imagens (Leika Qwin) foi determinada a frequéncia
dos tipos e subtipos de fibras ¢ mensurada a AST de aproximadamente 200 fibras (dois campos

aleatorios de cada musculo) de cada animal.

7. Anélise bioquimica da MyHC

A andlise bioquimica das MyHCs foi realizada por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida duodecilsulfato de s6dio (SDS-PAGE). Para tanto, foram coletados 12 cortes de 12
pm de espessura de cada amostra previamente congelada para a analise morfoldgica. Os cortes
foram colocados em 0,5 ml de uma solug@o contendo glicerol 10 % (w/vol), 2-mercaptoetanol 5 %
(vol/vol) e soédio dudecilsulfato (SDS) 2,3 % (w/vol) em um tampdo Tris/HCl 0.9% (Ph 6,8)
(w/vol). Em seguida, os cortes foram agitados durante um minuto e aquecidos por 10 min a 60 °C.
Posteriormente, foi realizada a eletroforese dos extratos (15-20 ul), em gel de 7% de poliacrilamida,
com um gel de empacotamento a 4%, em um periodo de 26 h de corrida, a 180 V ¢ 13mA, em

seguida, corados com Coomassie Blue [130].
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Os géis foram utilizados para determinar a presenca das isoformas de MyHC identificadas
de acordo com seus respectivos pesos moleculares, evidenciando as bandas nas regides
correspondentes. Foi incluida também uma amostra do musculo extensor longo dos dedos (EDL)

como controle para comparagao.

8. Avaliacio quantitativa da expressido génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real apés Transcricio Reversa (RT-qPCR).
Os experimentos de RT-qPCR foram realizados seguindo as orientagdes do MIQE:

Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment [131].

a) Extragdo 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 utilizando beads de aco inoxidavel de 3,2 milimetros em
1 ml de TRIzol utilizando 2 séries de 1 minutos em um homogeneizador de tecidos (The Bullet
Blender™, Next Advance Inc., Averill Park, NY), conforme as especificagdes do fabricante. O
RNA purificado foi ressuspendido em agua nuclease free e armazenado a -80 °C. Foi utilizado o
espectrofotometro NanoVue Plus (GE HealthCare, EUA) para verificar a qualidade da extragdo e
quantificar o RNA. A integridade do RNA foi analisada por gel de agarose 1% (pela analise das
bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 18 e 28S) e pelo nimero da integridade do RNA
(RNA Integrity Number, RIN), a partir da analise dos RNAs ribossomais baseadas em microfluidos,
utilizando-se o sistema 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA) [132]. Apds esta etapa, foi realizado o
tratamento do RNA com Dnase, conforme as instru¢des do protocolo TURBO DNA-free™ Kit

(Ambion, Life Technologies, EUA).
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b) Reacdo de Transcricdo Reversa (RT)
A reagdo de RT foi realizada utilizando-se o High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Life
Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUA), conforme especificagdo do fabricante. Foram

utilizados 2 pg de RNA total obtido do musculo esquelético para uma reagao de 20uL.

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

A plataforma de microfluidos TagMan Low Density Arrays (TLDA) (Anexo 1) v1.0 (Life
Technologics) foi utilizada para analise da expressdo génica das vias moleculares envolvidas com o
controle da massa muscular por RT-qPCR. Inicialmente, para cada amostra de cDNA (30pL,
diluidos 50 vezes) foi adicionado 20uL de agua livre de RNase e 50ul. de TagMan Universal PCR
Master Mix (2 x) (No AmpErase UNG; Applied Biosystems). Esta mistura foi entdo transferida
para um cartdo de TDLA customizado contendo 44 genes alvo e 04 genes endogenos (Anexo I). O
cartdo foi centrifugado duas vezes com 331 x g por 1 minuto cada e a amplificagdo do produto de
PCR foram realizadas no sistema QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems), conforme
recomendacdes do fabricante. Foram analisados por meio do software Genorm 4 genes constitutivos
dos quais os mais estaveis (Rplp0 e Actb) foram utilizados como genes de referéncia. O fator de
normalizacdo gerado pelo software foi utilizado para normalizar os dados de expressdo dos genes

alvo (Data Assist 2.0) (Life Technologies).

9. Avaliacdo quantitativa da expressido protéica por Western Blot

As amostras musculares congeladas foram homogeneizadas em sonda de tecidos (IKA
UltraTurrax/T-25) com 0,5 mL de tampao de lise [20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 140mM NaCl, 2 mM
EDTA, 0.1% sodio dudecilsulfato, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2pl/ml NaF 1M, 2uL/mL NaF 1M,
2ul/mL ortovanadato and 10pL/mL inibidor de protease (Sigma)]. As amostras foram
centrifugadas a 15100 x g por 10 min e o sobrenadante coletado. Uma aliquota de 50 puL do

homogenato foi tratada com 25 pL do tampao de amostra de Laemmli (SDS 2%, glycerol 20%, azul
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de bromofenol 0.04 mg/mL, Tris-HCI 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 utilizacdo.

Uma aliquota do extrato puro de cada amostra (ndo tratado com Laemmli) foi utilizada para
quantificagdo das proteinas totais pelo método de Bradford [133]. Quantidades exatas de proteinas
totais de cada amostra (50 ou 70 pg) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%,
corados com Coomassie blue, para verificar qual a melhor concentracdo das amostras para iniciar a
analise protéica. Definido a concentragdo, as amostras foram novamente separadas por SDS-PAGE
e as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California), em sistema umido.

Posteriormente as membranas foram bloqueadas com Leite 5% diluida em tampao fosfato
salino (PBS-T: NaH>PO4.H2O 0,1 M, Na;HPO4.7H>O 0,1 M, NaCl 0,15M, Tween-20 0,1% pH
7,4), por 60 minutos, para bloqueio de sitios inespecificos. Em seguida, as membranas foram
incubadas com os respectivos anticorpos primarios [GAPDH - 50ug (1:2000, no. 2118); FoxOl -
70ug (1:000, no. 9454); pFoxO1 - 70pg (1:1000, no. 9461) — Cell Signaling (USA)], [PGCla -
70pg (1:1000, ab-106814) - Abcam (Cambridge, MA)], [MURF1 - 70pg (1:100, sc-27642);
MAFBx - 70pg (1:100, sc-27644); LRP130 - 70 pg (1:200, sc-66845) - Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, Germany)] diluidos em solu¢do BSA 5% + PBS-T, overnight, nas concentragdes
previamente testadas. Apos 3 etapas de lavagem de 10 minutos cada com tampdo PBS-T, as
membranas foram incubadas com os respectivos anticorpos secundarios da Santa Cruz [goat anti-
rabbit IgG (1:5.000), donkey anti-goat IgG (1:5.000) and goat anti-mouse IgG (1:5.000)],
conjugados com a enzima horseradich peroxidase (HRP), por 60 minutos em temperatura ambiente.
Novamente, as membranas foram lavadas e foi utilizado o sistema de detec¢do quimioluminescente
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante, para gerar um sinal na posicao referente a

cada proteina detectada.
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O sinal gerado pelas bandas foi captado através do ImageQuant 350 (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK) e a quantificag@o feita por densitometria, utilizando-se o software Image J sofiware
for Windows (versdo 1.71, 2006, Austria). Os valores de expressio protéica foram normalizados
pelos valores obtidos para a proteina GAPDH, usada como referéncia. Os valores de expressao

relativa gerados foram apresentados em fold change.

10. Analise Estatistica

Os dados estdo expressos em média = desvio padrdo. O teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a distribui¢do dos dados. As diferencas entre os
grupos C e I foram comparadas utilizando o teste T* Student. A frequéncia dos tipos de fibras ¢ as
isoformas de MyHC foram analisadas utilizando o teste Kruskal-Wallis. Foi utilizado a andlise de
variancia (ANOVA) para o modelo com 1 fator, seguido por teste post-hoc de Tukey para avaliar os
dados de CSA, cortisol sérico, RNAm e proteina. A frequéncia dos tipos de fibras foi analisada por
meio do teste de Goodman para contrastes entre e dentro de populagdes multinomiais. Foi utilizado
regressao linear de Pearson para avaliar a relagdo entre as proteinas do PGC-1a e LRP130. O nivel
de significancia considerado foi p<0,05. As analises foram realizadas no programa Instat (versao

3.0; GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA).
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VII - ANEXO

GENES INSERIDOS NO CARTAO TLDA CUSTOMIZADO
Eukaryotic 18S rRNA
Actin, beta
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
TATA box binding protein
Myogenic differentiation 1
Myogenic factor 5
Myogenin
Myogenic factor 6
F-box protein 32
Tripartite motif-containing 63
Insulin-like growth factor 1
Insulin-like growth factor 1 receptor
Insulin receptor substrate 1
Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (alpha)
Thymoma viral proto-oncogene 1
3-phosphoinositide dependent protein kinase-1
Mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)
Tuberous sclerosis 1
Tuberous sclerosis 2
Protein kinase, AMP-activated, alpha 2 catalytic subunit
Insulin-like growth factor binding protein 3
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 alpha
Ribosomal protein S6 kinase, polypeptide 1
Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1
Glycogen synthase kinase 3 beta
Eukaryotic translation initiation factor 2B, subunit 1 alpha
SMAD family member 3
Protein phosphatase 3, catalytic subunit, alpha isoform
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 3
Myocyte enhancer factor 2C
Myostatin
Mitogen activated protein kinase 1
Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
alpha
Reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
Tumor necrosis fator
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12
Interleukin 6
Interleukin 6 receptor
Transforming growth factor, beta 1
Forkhead box O1
Forkhead box O3
Insulin-like growth factor 1Ea
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Insulin-like growth factor 1Eb

Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent

Myogenic regulatory factor 4

Mitogen activated protein kinase 3
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Abstract

Background: During aging, loss of muscle mass (sarcopenia) is inevitable and contributes to
increased morbidity and mortality; thus, the maintenance of skeletal muscle mass is critical for
long-term health and quality of life. In addition, physical training has been shown to be important to
the control of muscle mass during aging through the activation of several pathways including,
IGF1-AKT and PGC-la. Also, it was demonstrated that LRP130, a component of the PGC-1a
complex is important for the PGC-1a- dependent transcription of several mitochondrial genes in
vivo. Therefore, we hypothesized that the physical training could improve the muscle recovery
possibly through of the LRP130/PGC-1a complex by inhibiting the ubiquitin-proteasome system
after disuse-induced atrophy in aged rats. We therefore investigated the effects on muscle recovery
after short-term immobilization followed by 3 or 7 days of retraining with aerobic training (AT) or
resistance training (RT).

Methods: After 7 days of immobilization, the animals underwent the re-growth process with
exercise (AT or RT) or without exercise (R) for 3 or 7 days. At the end of the experiment, the
animals were sacrificed, and the plantaris (PL) muscle was removed for morphological analyses
(assessment of mATPase activity, to assess the total muscle fiber cross sectional area (CSA), and
the frequency of specific fiber types), biochemical analyses (Myosin Heavy Chain, MyHC), gene
expression of 44 molecular markers of muscle mass (RT-qPCR). To further understand the
biological relevance of the mRNA interactions, we performed a search for additional genes that are
related to our differentially expressed gene set (GeneMANIA Cytoscape plugin). Differentially
expressed genes were submitted to Western blotting analysis.

Results: At 7 days after an atrophic stimulus, only PL muscles from animals subjected to AT had
recovered their normal CSA patterns. The frequency of fiber types and MyHC isoforms did not
change during the experiment in all groups. After 3 days of recovery, the expression muscle-

specific ubiquitin ligases involved in muscle atrophy (MAFbx, MuRF-1 and FoxO1) were reduced
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exclusively in the AT group. Interestingly, in the AT group, high levels of PGC-10 and LRP130
accelerated the process of muscle recovery by inhibiting the FoxO1 pathway.

Conclusion: AT enhanced the muscle regeneration process after disuse-induced atrophy in aged rats
possibly through of the LRP130/PGC-1a complex by inhibiting the ubiquitin-proteasome system.
Our results provide important insight into the process of muscle regeneration in aged animals,

which could contribute to the control of sarcopenia in aging.

Keywords: Aging. Muscle Mass. Immobilization. Recovery. Exercise Training.
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1. Introduction

During aging, loss of muscle mass has a significant impact on physiological responses
(frailty, strength, weakness) and contributes to elevated morbidity and mortality [1]. In addition, the
negative health consequences, such as impaired functional capacity and strength, predispose the
elderly to periods of prolonged bed rest, which exacerbate muscle loss [2] and worsen clinical
status. Although the maintenance of muscle mass is important for the health of the elderly, who are
prone to long periods of inactivity, very little is known about the mechanisms that control the
regenerative capacity of the skeletal muscle in these individuals.

While some atrophy models (hindlimb suspension and immobilization) have been used to
better understand the response of muscle to aging and prolonged bed rest [3,4], few studies have
investigated muscle recovery in these circumstances [17, 34]. Muscle recovery from disuse is
slower during aging [5], so strategies to alleviate progressive loss of muscle mass need to be tested.
In this regard, resistance training (RT) has been used in an attempt to enhance muscle regeneration
after atrophy, because this intervention is known to induce hypertrophy in skeletal muscle [7].
However, RT protocols have not been found to restore old muscle to normal [3], perhaps because
RT promotes mild tissue trauma [8], which could initially worsen the clinical status of old animals
experiencing an atrophic stimulus.

The mechanisms that control the loss of muscle mass during disuse atrophy have been show
to consist mainly of protein degradation through the ubiquitin-proteasome system, a specific
pathway for the selective degradation of muscle proteins under catabolic conditions [9,10].
Corroborating these findings, numerous studies have demonstrated that two important components
of this pathway, the E3 ubiquitin ligases, MAFbx or atrogin-1, and Murf-1, were highly elevated in
several models of muscle disuse [3,7].

Notably, various studies have shown that the upregulation of atrogin-1 and MuRF1 depends
on the activity of the FoxO family [13,14]. FoxOl1 activity is modulated by interaction with several
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transcription factors, including PGC-la, a critical transcriptional co-activator involved in
mitochondrial biogenesis in cardiac and skeletal muscle [15]. Furthermore, it has been suggested
that high levels of PGC-1la spare muscle mass in models of denervation, fasting and heart failure
[16]. Additionally, PGC-1a expression in skeletal muscle can be induced by a variety of stimuli,
including AT [17,18]. Although some studies have found a relationship between PGC-1a and FoxO
during atrophy, little is known about the mechanism involved [19].

In addition, Cooper et al. [20], in a model of the French Canadian type of Leigh syndrome,
showed that LRP130 (also known as LRPPRC, leucine-rich pentatricopeptide repeat motif-
containing protein), which was initially isolated as a lectin-binding protein of unknown function
from HepG2 cells [21], is a component of the PGC-1a complex and is necessary for the PGC-1a-
dependent transcription of several mitochondrial genes in vivo; these authors also observed that this
protein interacted with FoxO1 via PGC-1a. Therefore, we hypothesized that the physical training
could improve the muscle recovery possibly through of the LRP130 / PGC-la complex by
inhibiting the ubiquitin-proteasome system after disuse-induced atrophy in aged rats. Given the
importance of muscle mass in aging, we explored mechanisms related to muscle recovery from
disuse-induced atrophy in old rats. This initial study investigated the effects on muscle recovery
after short-term immobilization (lower limb cast immobilization) followed by 3 or 7 days of

retraining with aerobic training (AT) or RT.
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2. Methods

All procedures were performed in accordance with institutional guidelines for the care and
use of laboratory animals, and protocols were approved by the Biosciences Institute Ethics
Committee, UNESP, Botucatu, SP, Brazil (Protocol No. 343-CEEA). Old male (18 mo) Wistar rats
[22] were purchase from the central animal facility at UNESP. They were housed in polypropylene
cages in a temperature-controlled room under a 12-h light dark cycle and received food and water
ad libitum. Animals were divided into 10 experimental groups: immobilized for 1 week (I), with
their corresponding controls (C); immobilized and allowed to recover for 3 or 7 days (R3 and R7,
respectively), with their corresponding controls (C3 and C7, respectively); immobilized and then
subjected to AT for 3 or 7 days (AT3 and AT7, respectively); immobilized and then subjected to
RT for 3 or 7 days (RT3 and RT7, respectively).

Initially, the animals underwent a week of adaptation to the training protocol and the water
to minimize the effects of stress during the process of recovery after the atrophic stimulus. The
immobilization process was based on a procedure adapted from Frimel [23]. Briefly, the animals in
groups [, R3, AT3, RT3, R7, AT7 and RT7 were anesthetized with a mixture of ketamine (50
mg/kg, ip) and xylazine (10 mg/kg, ip) to ensure complete sedation of animals during the
procedure. After the animals regained consciousness, their hindlimbs were fixed with a fast drying
plaster bandage (Figure 1a). The extent of the immobilization was from the hip to the ankle so that
the plantaris muscle would remain in a neutral position during the 7 days of immobilization, to
promote muscle atrophy (Figure 1b) [24].

After the immobilization period, the animals in the R3 and R7 groups were kept in their
cages for muscle recovery, and the animals in the AT3, AT7, RT3 and RT7 groups underwent a
program of AT or RT for 3 or 7 days, to modulate muscle recovery. All animals in the C3, R3, C7
and R7 groups were kept in shallow water during the training period. At the end of the experiment,
immediately following euthanasia, the plantaris (PL) muscle was frozen and stored at -80 °C for

further analyses as described below.
45



Ivan José Vechetti Junior

I nauﬁim

Al

4 4
uuulml_nhum.l il

e
g

o

tf‘l =
Figure 1. (A) Diagram illustrating the atrophic model used in the experiment; (B) surgically
removed PL muscles from immobilized (right) and control (left) hindlimbs at day 7 post-

immobilization.

2.1 Anatomical data

The body weight (BW) and feed intake of the animals was monitored daily throughout the
experiment. The PL muscle was collected, weighed and subjected to morphological, biochemical,
histochemical and molecular analyzes. Furthermore, the visceral, epididymal and retroperitoneal fat
pads were excised and weighed to assess the animal’s body composition at the end of the
experiment. Additionally, three parameters were used to evaluate the rate of muscle
atrophy/hypertrophy: muscle weight (mg), muscle-to-tibia length ratio and muscle fiber cross

sectional area (CSA) (um?).

2.2 Analysis of serum cortisol

To assess the level of stress present in the animals after the period of muscle immobilization
and recovery of 3 and 7 days, serum cortisol levels were measured. Blood was collected after
decapitation and centrifuged (3000 g for 15 min.), and the serum was collected and stored at -80 °C.
Cortisol concentrations were quantified by enzyme-linked immunosorbent assays, following the

manufacturer's instructions (R & D Systems).
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2.3 Training Protocol

2.3.1 Aerobic training

Aerobic or resistance exercise training was used in an attempt to enhance the process of
muscle recovery after the atrophic stimulus. The AT (swimming) bouts were individually
performed in an aquarium subdivided into 4 compartments and filled with 40 cm of water at 28-30°
C. The animals in groups C and R were kept in shallow water throughout the training period, while
animals in groups AT3 and AT7 were subjected to an acrobic swimming training program for 3 and
7 days, respectively [25]. Initially, all of the animals completed 5 sessions to adapt to the water in a
progressive volume (0 to 15 min.) and intensity (expressed as a load of 0 to 2% of body weight). To
define an appropriate intensity of training, the anaerobic threshold was measured. This test
characterizes the inflection point of the blood lactate curve and corresponds to the limit of the
metabolic transition from the zone of aerobic to anaerobic predominance [26]. The protocol has a
non-exhaustive test double effort [27] comprising two efforts of swimming for five minutes at the
same intensity, with two minutes rest between them, with blood collection for lactate analysis at the
end of the first and second efforts. The intensities were varied by loads of 2, 3 and 4% of the
animal’s BW. Animals performed the test at the three intensities with an interval of 24 hours
between the tests. These intensities were chosen based on study that determined the anaerobic
threshold (5% of BW) in adult rats [28].

After determining the anaerobic threshold of animals, volume (time) and intensity (load)
training took 20 min. with 2.3% of BW (anaerobic threshold) for 3 (AT3) and 7 (AT7) days of

training. The training sessions were performed at the same time of day, between 14:00 and 16:00h.

2.3.2 Resistance training
Resistance training was based on the protocol described by Cunha [29]. Initially, the animals
underwent one week of training to acclimatize them to the water and training protocol. In this

acclimation stage, the animals jumped into a vat containing water to a depth of 38 cm with a
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temperature between 28-32°C. The depth was appropriate to allow the animal to breathe on the
surface of the water during successive jumps. The jump was recorded as successful only when the
animals jumped to the edge of the container up to the water surface in successive movements. The
adaptation process was gradual: the number of sets was increased (2 to 4), as was the number of
repetitions (5 to 10), and the animals carried an added load of 50% body weight in a vest. After the
acclimation period, and to ensure the same training intensity among animals, the loads were
adjusted for a one repetition maximum test (1RM). The test was performed with a gradual increase
in loads performed with a 5 minute interval between the attempts. Four trials were carried out
within one day to determine the load that represents the 1RM (the heaviest load that the animal can
achieve only once). Subsequently, the animals were submitted to 3 (RT3) or 7 (RT7) days of
strength training after the atrophic stimulus. The training comprised 3 sets of 10 jumps using 60%
of the 1RM, which corresponds to strength training [30]. The training sessions were performed at

the same time of day, between 14:00 and 16:00 h.

2.4 Histochemical analysis

The PL muscles were dissected, weighed and a portion was quickly frozen in liquid
nitrogen-cooled isopentane and stored at -80 °C before sectioning. Histological sections (12 pm)
were cut and the total CSA and the frequency of specific fiber types were determined by
myofibrillar adenosine triphosphatase (mATPase) histochemistry [31]. CSA was measured on 400

fibers of the muscle in each animal, and the mean was calculated.

2.5 MyHC analysis

Biochemical analysis of MyHC was performed using sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in duplicate. Histological sections were collected
from each sample and placed in an extraction solution (10% glycerol, 5% 2-mercaptoethanol and

2.3% SDS in a 0.9% Tris-HCI buffer (pH 6.8)). For electrophoretic separation, 15-20 pL of each
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extract was loaded onto a 7-10% SDS-PAGE gradient gel over a period of 26 h at 185 V. The gels
were stained with Coomassie Blue [32] to identify the MyHC isoforms according to their molecular
weights. The relative content of the different MyHC isoforms was determined using the

densitometry readings of the bands that corresponded to each MyHC isoform using Image Master

VDS Software (Pharmacia Biotech, EUA).

2.6 RT- qPCR analysis

RT-qPCR experiments were performed following the MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) guidelines [33]. Total RNA was isolated
from PL muscle previously frozen in liquid nitrogen by homogenization using TRIzol according to
the manufacturer's instructions in a tissue homogenizer (Bullet Blender™, Next Advance Inc.,
Averill Park, NY).

The RNA quality was assessed using an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA) [34] and quantified using a NanoVue Plus spectrophotometer (GE HealthCare,
USA). Following isolation, RNA samples were treated with TURBO DNase (Ambion, Life
Technologies, USA). cDNA was synthesized from 2 pg of total RNA using the High Capacity
RNA-to-cDNA kit (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The PCR reactions consisted 50-fold dilution of the cDNA, using
microfluidics platform TagMan Low Density Arrays (TLDA) v1.0 (Life Technologics) according to
the manufacturer’s instructions. The cDNA was then transferred to TDLA containing 44 target
genes and 4 endogenous genes (supplementary material) and the relative quantification of gene
expression was performed by the comparative Cq method [35] using Data Assist 2.0 (Life

Technologies).
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2.7 Pathway Analysis

To further understand the biological relevance of the mRNA interactions, we performed a
search for additional genes that are related to our differentially expressed gene set, in the context of
functional association data, such as protein and genetic interactions, pathways, co-expression, co-
localization and protein domain similarity, using the GeneMANIA Cytoscape plugin [36] (Figure

2)

Interaction:

mssssm CoO-Expression
s Pathway
s Physical

LRP130

Figure 2. Interaction network. Network of protein interactions involved in PGC-1 and Foxo
regulation. The solid lines connecting molecules represent validated interactions. Red line: Physical
protein interaction. Blue Line: Co expressed in the same cell context. Green line: Functional

interaction in a pathway.

2.8 Western blot analysis

Protein lysates were prepared from the gastrocnemius muscle according to standard
protocols. Tissue from the all groups were used and 50 pg protein lysate was loaded per lane. The
membranes were incubated overnight at 4°C with primary antibodies: from Cell Signaling
Technology (Beverly, MA), anti-GAPDH (2118), anti-FoxO1 (9454), and anti-pFoxO1 (9461);
from Abcam (Cambridge, MA), anti-PGC-1a (106814); and from Santa Cruz Biotechnology

(Heidelberg, Germany), anti-MURF1 (27642), anti-Mafbx (27644), and anti-LRP130 (66845), as
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well as appropriate secondary antibodies. Finally, immunoreactive protein signals were detected
using the SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit (Thermo Fisher Scientific,

Rockford, IL, USA), according to the manufacturer’s instructions.

2.9 Statistical Analysis

Data are expressed as the mean + SD. The Kolmogorov-Smirnov normality test was used to
verify data normal distribution. The differences between C and I group parameters were tested with
unpaired Student’s t tests. The muscle fiber type frequency- and MyHC data were analyzed using
the Kruskal-Wallis test. One-way analysis of variance (ANOVA) followed by a posteriori Tukey
multiple comparison test was used to analyze CSA, serum cortisol, mRNA and protein expression
data. Linear regression was used to assess the relationship between PGC-la and LRP130 protein
expression with the 3- and 7-day recovery process. Statistical significance was considered achieved

when the value of P was < 0.05.

3. Results
3.1 Body Weight and Food Intake.

During the experimental period, the BW of the animals was measured daily, and there was
no significant difference between the experimental groups after the period of immobilization and
after recovery (Figure 3). These data demonstrate that all of the animals were kept under the same
conditions. Furthermore, visceral, retroperitoneal and epididymal fat were removed and weighed to
assess the overall body profile of the animals. There were no significant differences in the animals’
fat (Figure 4): these results support the BW findings. In keeping with this, food intake did not differ

significantly between the groups (data not shown).

51



Ivan José Vechetti Junior

-
$

OcC
G ||
2 6004
F
2
D 400-
=
)
B 2001
o
3 T T
Pre Post
800
ac
= or
= %0 @ AT
k= M RT
ﬁ 400+
>
S 200
0
o-
Pre Post
B
800
oc
=) OR
z & AT
2 Il RT
@ 4004
=
o>
B 2004
o
o=

Pre Post

Figure 3. Body weight during the experimental period (Pre and Post). A — experimental groups
after 1 week of immobilization; B — experimental groups after 3 days of recovery; C — experimental
groups after 7 days of recovery. Values are expressed as the means £ SD. n= 6 rats per group. No

significant differences were observed among groups (p > 0.05).
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Figure 4. Total body fat (A-C) and body fat-to-body weight ratio (D-F) after the experimental
period (Pre and Post). A and D — experimental groups after 1 week of immobilization; B and E —
experimental groups after 3 days of recovery.; C and F — experimental groups after 7 days of
recovery. Values are expressed as the means = SD. n= 6 rats per group. No significant differences

were observed among groups (p >0.05).

3.2 Muscle atrophy and recovery process.

After 7 days of immobilization, there was significant PL muscle atrophy in the I group
compared to C group (15% by muscle weight, 9% by muscle-to- tibia length ratio and 19% by
muscle fiber CSA). Animals subsequently underwent 3 to 7 days of muscle recovery with or
without exercise. After 3 days of muscle recovery, none of the animals that had undergone the
atrophy process regained muscle mass, as determined from all of the analyzed parameters (Table 1);
however, after 7 days of muscle recovery, the groups that exercised (AT and RT) regained muscle

mass according to all of the analyzed parameters (Table 2).
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Table 1. Muscle atrophy parameters after 3 days of recovery with (AT and RT) or without
(R) exercise

Groups

C R AT RT
Muscle Weight (g) 0.4446+0.02  0.3506+0.05*  0.3454+0.05* 0.3555+0.02*

?:rif)cle'“"“b‘a length 0.094240.01 0.06425+0.01* 0.0826+0.01* 0.08617+0.01*

Values are means + SD. n= 6 rats per group. C: control group; R: recovery group; AT: aerobic
training group; RT: resistance group. *Significant difference compared to C group at p < 0.05.

Table 2. Muscle atrophy parameters after 7 days of recovery with (AT and RT) or without
(R) exercise

Groups

C R AT RT
Muscle Weight (g) 0.4560+0.05  0.3350+0.05*  0.4020+0.05  0.3900+0.02

xl‘if)c'e't"'"b‘ale“gth 0.0932+0.01 0.06523+0.01* 0.0812+0.01  0.08027+0.01

Values are means £ SD. n= 6 rats per group. C: control group; R: recovery group; AT: aerobic
training group; RT: resistance group. *Significant difference compared to C group at p <0.05

Muscle atrophy was also evaluated by assessing the CSA of specific muscle fibers and of
the entire PL after the immobilization and recovery periods. After immobilization, the PL muscle
and component fiber types (I, IIA, IID and IIB) had a lower CSA than in the C group (Figure SA
and B). Moreover, after 3 days of muscle recovery, no muscle fibers in the R group recovered a
normal CSA pattern (Figure 5C and D); however, the animals subjected to training, in the AT and
RT groups, had the CSA of oxidative muscle fibers (I and ITA) and were recovered compared to
group C (p < 0.05); by contrast, the CSA of the entire PL muscle did not recover (Figure 5C and D).
There was no change in the frequency of the muscle fiber types or in the MyHC analysis (data not
shown), demonstrating that neither the immobilization nor the recovery process changed the
phenotypic profile of the PL muscle.

After 7 days of recovery, the CSA of the oxidative muscle fibers had recovered in all

experimental groups. However, the CSA of the glycolytic muscle fibers recovered only in animals
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subjected to AT; in the RT groups, only the type IID fibers recovered. Corroborating these findings,
the CSA of the muscle fibers and the PL muscle returned to normal only in the animals subjected to

AT (Figure 5E and F).
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Figure 5. Cross sectional area (CSA) (A, C and E) and fiber type (B, D and F) after the
experimental period. A and B - experimental groups after 1 week of immobilization; C and D —
experimental groups after 3 days of recovery.; E and F — experimental groups after 7 days of
recovery. Values are expressed as the means + SD. n= 6 rats per group. *Significant difference

compared to C group; *Significant difference compared to R group; *Significant difference

compared to AT group (p < 0.05).
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3.3 Analysis of Serum Cortisol.
There were no differences in serum cortisol levels between groups (data not shown),
showing that all animals remained in the same condition of stress throughout the experimental

period.

3.4 Gene expression of muscle atrophy and hypertrophy markers.

The gene expression of markers of muscle atrophy and hypertrophy was analyzed by TLDA,
to obtain a more global perspective of the muscle recovery process in aging rats. Based on the genes
grouped on the TLDA card, we focused on components of the following signaling pathways: Cell
Proteolytic Systems and Cell Death (ubiquitin-proteasome system, oxidative stress, autophagy-
lysosome system and apoptotic pathways), Inflammatory Cytokines (TNFa pathway) and Muscle
Growth (IGF1-AKT signaling pathway and Myostatin pathway). There were no changes in the gene
expression or protein expression of factors involved in muscle growth, after immobilization (data
not shown). The ubiquitin-proteasome pathway was the most enriched following the
immobilization, with an increase in the key markers of muscle atrophy (MaFbx or atrogin-1, Murf-
1, and FoxO1); moreover, PGC-1a and LRP130 expression decreased (Figure 6).

After 3 days of recovery, the expression levels of MaFbx and FoxO1 remained high only in
the R and RT groups, with expression decreased in animals subjected to AT (Figure 7).
Interestingly, in the AT group, the expression of atrophy-related genes decreased as the PGC-1la
and LRP130 levels increased (Figure 6), which could reflect a relationship between these two
components. Despite these changes in pathways involved in muscle atrophy, there was no muscle
recovery in any group after 3 days (Figure 5). After 7 days, these atrophy markers were expressed at
lower levels in all groups (the protein expression of MAFbx remained high in the R group), with an
increase in only the protein expression of PGC-1a and LRP130; LRP130 expression remained down
regulated only in the R and RT group animals (Figure 8). In addition, only the AT group recovered

muscle mass compared with the R and RT groups, confirming the potential of the PGC-1a and
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LRP130 proteins to aid in the recovery of aging muscle. Additionally, linear regression analysis of

the 3 and 7 day R and AT groups’ results revealed a moderate correlation between LRP130 and

PGC-1a protein expression after 3 days (Pearson’s r=0.67, p = 0.003) and a strong correlation after

7 days (Pearson’s r=0.98, p<= 0.0001) (Figure 9).
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used.
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4. Discussion

Although the regeneration capacity of atrophied muscle is known to decrease with age
[37,38], the molecular mechanisms underlying regeneration after muscle atrophy during aging are
poorly understood. Several studies using models of disuse-induced atrophy [6,10,39] have
investigated the muscle regeneration process, but, in the absence of complete recovery of muscle
mass, all of the mechanisms may not have been controlled for. In this context, the current study was
designed to evaluate the effects on muscle recovery during aging after short-term immobilization
(lower limb cast immobilization). Moreover, we used AT or RT to stimulate muscle recovery after
disuse-induced atrophy. The major findings of our study are: 1) animals subjected to AT showed
recovery of CSA after 7 days of regeneration process; 2) the ubiquitin-proteasome system
components involved in muscle atrophy showed reduced expression in the AT group after 3 days of
recovery; 3) PGC-la accelerated the process of muscle recovery by inhibiting the FoxO pathway,
with the possible involvement of LRP130.

Although muscle recovery after an atrophic stimulus (especially hindlimb suspension)
during aging has already been investigated, none of the studies that used RT have, to the best of our
knowledge, succeeded in completely restoring muscle mass (in the short-term). Additionally, AT
has not previously been used to assess recovery after disuse-induced atrophy during aging. In our
study, after 7 days of muscle recovery from disuse-induced atrophy, only the animals subjected to
AT had completely recovered the original CSA of their PL muscles (Figure 4). The reason that
other researchers have failed to show successful muscle recovery [37,40] can be explained by the
different species strains used, the type of disuse-induced atrophy model (external fixation versus
hindlimb suspension), the time of immobilization and retraining, and, importantly, the type,
quantity and intensity of training, and especially the training stimulus (resistance or, as in our study,
aerobic).

Furthermore, to investigate whether muscle recovery in response to different stimuli

(aerobic or resistance training) occurred in a fiber type-specific manner, we evaluated the frequency
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and the CSA of the PL muscle fiber types. Interestingly, muscle recovery occurred in a similar way
regardless of the stimulus, with the recovery of oxidative fibers after 3 days in animals subjected to
AT or RT, and only after 7 days in the animals in the R group; the glycolytic fibers recovered after
7 days only in the AT group, and there was no recovery in the R group, whereas only the IID fibers
of the RT-group animals recovered, with no change in the IIB fibers. Studies have shown that aging
is associated with a preferential atrophy in type II muscle fibers [41,42], so we considered that our
recovery model would not suffice to promote a total recovery of these fibers, especially in the R and
RT groups. Although RT promotes hypertrophy mainly in type II fibers, we thought that the mild
tissue trauma promoted by this type of exercise [8] would prevent the full recovery of these fibers
after 7 days. By contrast, AT does not appear to damage muscle tissue [43] and so could potentiate
the recovery process. In relation to type I fibers, recovery is easier because they have a lower CSA
and an increased blood supply [44].

Even though our study demonstrated recovery of the PL muscle in the AT group after 7
days, the expression of ubiquitin-proteasome system components, which are involved in the control
of muscle catabolism, decreased after only 3 days of recovery. These finding indicates that AT
enhances the regeneration process in aging rats; moreover, it seems that RT takes longer than AT to
re-establish the normal expression patterns in the atrophic pathways (ubiquitin-proteasome system)
involved in this process, even though this training stimulus promotes an increase in protein
synthesis [45,46].

Considering the signaling pathways involved in disuse-induced atrophy followed by muscle
re-growth, protein synthesis and degradation, apoptosis, autophagy, and cell proliferation among
others, have been shown to be regulated in a distinct manner under different experimental
conditions [3,10], and some studies argue that RT does not affect all of these pathways. In the
present study, we investigated some components of the following pathways in response to exercise
training after immobilization: the ubiquitin-proteasome system, oxidative stress, the autophagy-

lysosome system, apoptotic pathways, the TNFa pathway, the IGF1-AKT signaling pathway and
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Myostatin. We found that the most enriched pathways following immobilization were the ubiquitin-
proteasome system (which was enriched in MaFbx, Murf-1 and FoxO1) (Figure 5). Furthermore,
there was no change in hypertrophy pathway components (data not shown) and an interesting
change in PGC-1a and LRP130 was observed, which could be associated with FoxO1 (Figure 5).

The increased expression of the two ubiquitin ligases (MaFbx and Murf-1), which have been
suggested to be atrophy markers [47], was similarly associated with a loss of muscle mass in our
study. Our results are consistent with studies that used hindlimb suspension to evaluate the response
of muscle mass to unloading and exercise, showing an increase in these markers [11,48]. In this
sense, the FoxO family is an important contributor, regulating muscle mass by controlling muscle
atrophy-related genes (MuRF-1 and MaFbx). Indeed, overexpression of FoxO1, FoxO3, or both is
sufficient to cause muscle atrophy in vivo. In our study, the increased expression of FoxO1, which
controls the activity of atrophy-associated genes, contributed to muscle atrophy in our model.
During muscle wasting conditions, FoxO is dephosphorylated and translocates to the nucleus,
which leads to the induction of genes that promote atrophy (MuRF-1 and atrogin-1/MaFbx).

The regulation of FoxO transcriptional activity is complex; however, some evidence
indicates that increased peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1 alpha
(PGC-1a) expression can protect muscles from atrophy by inhibiting FoxO [16,49]. In addition, it is
well established that repetitive muscle contractions, as occur in aerobic training, activate the AMPK
pathway, which could induce PGC-la expression [50]. Indeed, our aerobic training protocol
increased PGC-la expression in PL muscle; additionally, there was a decrease in FoxOl
expression, showing the relationship between these proteins. Even though this relationship has
already been demonstrated, other factors could participate in this process, and the exact mechanism
of these pathways remains unknown. LRP130 has been shown to cooperate with PGC-1a in the
liver to maintain glucose homeostasis in French Canadian Leigh syndrome [20]. Furthermore, this
study show that LRP130 may be required to increase or decrease the docking of PGC-1a and its

concomitant transcriptional action on specific transcription factors genes and promoters. In
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addition, these authors investigated the relationship between PGC-1a, LRP130 and FoxOl in cells
that lacked LRP130 and showed that PGC-1a had lost its ability to co-activate FoxOl1 in these cells,
whereas exogenous expression of LRP130 restored this co-activation function. Although this
interaction has been demonstrated only in the liver, our results suggest that LRP130 can also bind to
PGC-1a to stimulate its transcriptional activity, blocking the function of FoxO1 (as supported by
pathway analysis) during muscle recovery after immobilization-induced atrophy.

Interestingly, the expression levels of PGC-1a and LRP130 during recovery after disuse-
induced atrophy were positively correlated (3 days, r=0.67, p = 0.003; 7 days, r=0.98, p<0.0001).
Although these results do not demonstrate a causal relationship between these components, they
confirm an earlier study [20] demonstrating a strong correlation between LRP130 and PGC-1q;
therefore, they provide insight into the functional role of these proteins in the skeletal muscle
recovery process during aging. In addition, this relationship was only evident after 3 days of
recovery (when the LRP130 and PGC-1a proteins returned to normal levels of expression) and was
more pronounced after 7 days only in animals subjected to AT. Indeed, the increase of PGC-1a in
response to AT is widely known [18]; however, to our knowledge, this is the first demonstration of
a relationship between PGC-1a, LRP130 and FoxO1 in skeletal muscle during the recovery process
in aging rats. We strongly believe that AT enhances the muscle regeneration process in older
animals possibly via LRP130 and PGC-1a and, corroborating our data, RT failed to lead to muscle

recovery after an atrophic stimulus [3]. (Figure 10).
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Figure 10. Model of inhibition of FoxO and atrophy by the complex PGClalpha/RPL130 induced
by aerobic exercise in aging. Aerobic exercise increase the Cat release of RE and drives
PGClalpha activation and translocation to nucleus by Ca+ signaling, where interact to form a
complex with the protein RPL130 leading to inhibits transcriptional activity of FoxO, which

suppress the activation of atrophic genes and protein degradation.

In summary, our main novel finding is that AT enhanced the muscle regeneration process
after disuse-induced atrophy in aged rats possibly through of the LRP130 / PGC-1a complex by
inhibiting the ubiquitin-proteasome system. These results provide important information that
improves our understanding of the mechanisms underlying muscle preservation and/or recovery
during aging and could therefore help to identify treatment strategies for age-related loss of muscle

mass.
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Myogenic regulatory factor 4

Mitogen activated protein kinase 3
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IX - DADOS SUPLEMENTARES

1 — Analise Sérica do Cortisol
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Figure 1. Analysis of serum cortisol during the experimental period. Experimental groups after 1
week of immobilization; 3 days — experimental groups after 3 days of recovery; 7 days —
experimental groups after 7 days of recovery. Values are expressed as the means £ SD. n= 6 rats per

group. No significant differences were observed among groups (p > 0.05).
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2 — Anilise da Frequéncia dos Tipos de Fibras
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Figure 2. Frequency of specific fiber types during the experimental period. A - Experimental
groups after 1 week of immobilization; B - Experimental groups after 3 days of recovery; C -
Experimental groups after 7 days of recovery. Values are expressed as the means = SD. n= 6 rats

per group. No significant differences were observed among groups (p > 0.05).
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3 — Analise das Isoformas da Cadeia Pesada de Miosina (MyHC)
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Figure 3. Relative MyHC isoform proportion during the experimental period. A - Experimental
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groups after 1 week of immobilization; B - Experimental groups after 3 days of recovery; C -
Experimental groups after 7 days of recovery. Values are expressed as the means = SD. n= 6 rats

per group. No significant differences were observed among groups (p > 0.05).
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4 — Analise da expressdo génica das vias moleculares envolvidas com o controle da massa
muscular
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Figure 4. Gene expression performed by TLDA during the experimental period between control
and immobilized groups. Values are expressed as the means = SD. n= 6 rats per group. *Significant

differences were observed among groups (p < 0.05).
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