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RESUMO

A sarcopenia compde a sindrome da fragilidade que pode levar a quedas, fraturas,
incapacidade fisica e mortalidade. Evidéncias sugerem que a falta de exercicio fisico
favorece a perda de forca e massa muscular. Assim, o presente estudo tem como objetivo
avaliar os efeitos do treinamento combinado (TC) no estado redox (sangue e gastrocnémio)
e a imunomarcacéao de irisina no gastrocnémio de ratas Wistar no periodo de senescéncia
reprodutiva. Ratas em periestropausa (17 — 21 meses) e aderentes ao exercicio fisico foram
distribuidas nos grupos nao treinadas (NT; n =10) e TC (n = 10). Durante 4 meses, as ratas
foram submetidas ao TC 3x por semana, com treinamento de forca (TF) seguido de
treinamento aerdbio (TA), o teste de capacidade de carga voluntaria maxima (CCVM) e o
teste incremental de velocidade maxima (TIVM) foram aplicados para ajustar as cargas e a
velocidade durante o periodo de treinamento. Observamos que o exercicio fisico regular
levou a ganhos de forca muscular, hipertrofia e melhora da marcha, além de melhora da
capacidade aerdbica, diminuicdo de TBARS e aumento da defesa antioxidante no musculo
gastrocnémio (TAC; SOD) e plasma (GSH; SOD; CAT). Aumento significante da area de
seccdo transversa na regido mediana do muasculo gastrocnémio ap6s o TC, porém a
imunomarcacéao de irisina nestas células ndo apresentou resultado significante. As ratas
submetidas ao TC, durante o periodo da periestropausa, apresentaram melhora na defesa
antioxidante e diminuicdo do dano oxidativo, além de hipertrofia muscular, ganho de forca,
melhora da marcha e aumento da capacidade aerébica quando comparados aos animais
sedentarios. O conjunto de resultados obtidos indicam importante atuacdo do TC no
musculo gastrocnémio, com potencial para prevencdo no desenvolvimento de sarcopenia

e controle motor no periodo da senescéncia.

Palavras-chave: periestropausa, treinamento combinado, irisina, sarcopenia, estresse
oxidativo



ABSTRACT

Sarcopenia makes up the frailty syndrome that can lead to falls, fractures, physical disability
and mortality. Evidence suggests that the lack of physical exercise favors the loss of
strength, and muscle mass. Thus, the present study aims to evaluate the effects of
combined training (CT) on the redox state (blood and gastrocnemius) and the
immunostaining of irisin in the gastrocnemius of Wistar rats in the reproductive senescence
period. Periestropause rats (17 — 21 months) and adherent to physical exercise were
distributed into the untrained (NT; n = 10) and CT (n = 10) groups. For 4 months, the rats
were submitted to CT 3x a week, with strength training (ST) followed by aerobic training
(AT), the maximum voluntary carrying capacity test (MVCC) and the incremental maximum
velocity test (IMV) were applied to adjust loads and speed during the training period. We
observed that regular physical exercise led to gains in muscle strength, hypertrophy, and
gait improvement, in addition to improved aerobic capacity, decreased TBARS, and
increased antioxidant defense in the gastrocnemius muscle (FRAP; SOD) and plasma
(GSH; SOD; CAT). An increase in irisin expression in the gastrocnemius was observed after
CT, but not enough for a significant result. Rats submitted to CT, in the periestropause
period, showed improvement in antioxidant defense and decreased oxidative damage, in
addition to muscle hypertrophy, strength gain, improved gait, and increased aerobic capacity
of animals submitted to CT when compared to sedentary animals. The set of results
obtained shows an important role of CT in the gastrocnemius muscle, with the potential to
prevent the development of sarcopenia and motor control in the period of senescence.

Keywords: periestropause, combined training, irisin, sarcopenia, oxidative stress
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1. INTRODUCAO

A perimenopausa é fase natural da vida que ocorre durante o climatério, sendo
periodo de transi¢cdo na senescéncia reprodutiva feminina. Este periodo de transicao resulta
de conjunto de transformacgfes que envolvem sequéncia de ativacdo e desativacdo de
complexas vias regulatérias em humanos. Neste sentido, o eixo reprodutivo feminino
(hipotadlamo-hipoéfise-ovario-uterino) passa por grandes alteracbes, evidenciado pela
variabilidade na duracdo do ciclo menstrual, flutuagcbes nas concentragcdes hormonais,
namero de foliculos ovarianos e ovulacao irregular (BRINTON et al., 2015). A andlise da
concentracdo de hormodnios ovarianos, como a realizada por Tepper e colaboradores
(2012), ilustra bem a fase da perimenopausa, pois a concentracao sérica de 173-estradiol
passa por declinio lento e constante, em seguida, concentracdo baixa ao longo do tempo
e, em periodo mais tardio, aumento com declinio lento e aumento com declinio acentuado.
A reducdo na secrecdo ovariana de estradiol € mais caracteristica na fase tardia da
perimenopausa, a medida que ciclos anovulatérios aumentam (DELAMATER & SANTORO,
2018). Destaque também para a inibina, horménio ovariano que consiste em duas
subunidades alfa e beta (a e BA ou BB) e formam os dimeros inibina A e inibina B, cuja
secrecdo diminui na fase mais precoce da perimenopausa. A principal funcéao da inibina,
subunidade B, consiste em suprimir seletivamente a secrecao hipofisaria do hormdnio
foliculo-estimulante (FSH) por retroalimentacdo negativa (ROBERTSON & BURGER,
2002). Na perimenopausa ha reducdo no numero de foliculos e, consequentemente, menor
secrec¢do de inibina B, acarretando menor inibigdo hipofisaria e aumentando a secre¢éo de
FSH. Portanto, o aumento de FSH nessa fase inicial ndo se deve, principalmente, a
diminuicao de estradiol.

Os estagios do envelhecimento reprodutivo na transicdo da perimenopausa para a

pOs-menopausa apresentam sintomas caracteristicos inerentes, tais como a variabilidade
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na duracdo do ciclo, sintomas vasomotores (ondas de calor) e flutuagcbes hormonais,
descritos e inseridos nos critérios STRAW (HARLOW, 2012; SANTORO & TAYLOR 2011).
Neste periodo ha maior riscos para instalacdo e ocorréncia de doengas como as
cardiovasculares (SERVIENTE et al., 2016), osteoporose (HAO et al., 2021), doenca de
Alzheimer (DA) (SCHEYER et al.,, 2018), bem como diminuicdo de massa e funcéo
muscular (GRECO et al., 2019).

No periodo da perimenopausa, a reducdo na concentracao plasmatica de estradiol
e o comprometimento de sua atuacdo como regulador molecular de propriedades do
musculo esquelético (JUPPI et al., 2020) contribuem para diminuicdo da massa muscular,
pois favorecem mudancas estruturais importantes e diminuem a capacidade regenerativa,
(THIRUPATHI et al., 2020; GONZALEZ-FREIRE et al., 2014). Em 1988, em reunido no
Novo México, cientistas chegaram ao consenso sobre a importancia da sarcopenia, evento
fisiologico e patolégico caracterizado pela diminuicdo da massa muscular e funcéo, que
afeta a deambulacdo, mobilidade, consumo de energia, independéncia, consumo de
nutrientes, status e funcéo respiratéria (ROSENBERG, 1997). Atualmente, a sarcopenia €
caracterizada como disturbio muscular esquelético generalizado, progressivo e relacionado
a idade, acompanhado por forca muscular diminuida, baixa qualidade e quantidade
muscular e desempenho funcional prejudicado (CRUZ-JENTOFT et al., 2019). A sarcopenia
compde a sindrome da fragilidade que pode levar a quedas, fraturas, incapacidade fisica e
mortalidade (DUDA et al., 2019) além de maior risco de resisténcia a insulina, diabetes e
doencas cardiovasculares (Fig.1) (BILSKI et al., 2022). Com o0 aumento da expectativa de
vida e o rapido crescimento da populacdo idosa, a sarcopenia tornou-se problema
emergente de saude publica. Possiveis mecanismos responsaveis pela sarcopenia ja
descritos incluem: deficiéncias nutricionais e sedentarismo, alteracbes bioquimicas e

fisicas, levando a atrofia das fibras, recrutamento ineficiente das células satélites, alteracéo
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enddcrina, estresse oxidativo e reducdo na estimulacdo neuronal devido a reducdo do
namero de motoneurdnios alfa (a), determinando danos no DNA mitocondrial (mtDNA), e
mutacfes que reduzem a producdo de energia da célula afetada, resultando em
anormalidade no sistema de transporte de elétrons que culminara na perda da fibra

muscular (WANAGAT et al., 2001).

A sarcopenia compde a sindrome da fragilidade
Baixa quantidade
e/ou qualidade

muscular >

Diminuico de ) //

\ forca muscular

Desempenho
funcional
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<H o
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Figura 1 — A sarcopenia é caracterizada como distlrbio muscular esquelético generalizado, progressivo e
relacionado a idade, acompanhado por forca muscular diminuida, baixa qualidade e quantidade muscular e
desempenho funcional prejudicado. A sarcopenia compde a sindrome da fragilidade que pode levar a quedas,
fraturas, incapacidade fisica e mortalidade, além de maior risco de resisténcia a insulina, diabetes e doencas
cardiovasculares. Abreviag8es: RI: resisténcia a insulina; DCV: doengas cardiovasculares. Fonte: Modificado
de BILSKI et al., 2022; DUDA et a., 2019; CRUZ-JENTOFT et al., 2019.

Ha evidéncias de que a realizacdo de atividade fisica melhora os sintomas da
menopausa precoce, além de sintomas vasomotores (ASGHARI et al., 2017; AYATI et al.,
2008; ELAVSKY & MCAULEY, 2007), diminui também sintomas fisicos e mentais
(ASGHARI et al.,, 2017) e propicia melhor qualidade de vida para essas mulheres
(ASGHARI et al., 2017; MANSIKKAMAKI et al., 2015; ELAVSKY & MCAULEY, 2007). Além

disso, evidéncias sugerem que a falta de atividade fisica favorece a perda de forca e massa
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muscular (PASCUAL-FERNANDEZ et al., 2020). Sendo assim, o exercicio é importante
estimulo anabdlico e pode melhorar forca muscular, marcha, equilibrio e capacidade
aerobia (BILSKI et al.,, 2022), tornando-se potente aliado para evitar o surgimento da
sarcopenia (PASCUAL-FERNANDEZ et al., 2020).

E de conhecimento que a massa muscular esquelética, nimero e tamanho das fibras
musculares, € regulada pelo equilibrio da sintese e degradacao das proteinas do musculo
esquelético, portanto, a protedlise aumentada resulta em diminuicdo na massa muscular
(IKEDA et al., 2019). A diferenciacéo dos tipos principais de fibras musculares é baseada
no conteudo do tipo de cadeia pesada de miosina dominante, o principal determinante das
propriedades contrateis das células musculares. As fibras do tipo | tem alta densidade
mitocondrial e capilar e fornecem energia para contracdes longas. As fibras do tipo IIA e [IX
séo glicoliticas e predominam em atividades de alta intensidade de curta duracdo. A idade,
nivel de atividade fisica e peso corporal podem predizer a predominancia de tipos de fibras
do individuo (JUPPI et al., 2020). A area de seccédo transversal do musculo esquelético
diminui com o envelhecimento e sua composicdo torna-se predominante de fibras tipo |
(IKEDA et al., 2019). Portanto, o condicionamento fisico adequado na perimenopausa é
significativo na melhora dos sintomas e na prevencao de doencas cronicas (HAO et al.,
2021). Estudo do nosso laboratério, demonstrou que ratas no periodo da periestropausa
apos intervencdo com treinamento de forgca apresentaram resultados significantes em
relacdo ao metabolismo muscular, com alteracdes no percentual de tipagem das fibras
musculares. Estes animais apresentaram aumento no percentual de fibras glicoliticas (tipo
II) e reducdo das fibras oxidativas (tipo I), quando comparados aos animais pertencentes
ao grupo NT (MORAIS et al., 2016).

O exercicio fisico desencadeia adaptacodes fisiologicas dependentes de fatores como

a duracéo do exercicio, a frequéncia em que € realizado esse exercicio e a intensidade do
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mesmo, que vao gerar essas adaptacdes resultando em aumento do consumo de oxigénio
(HAWLEY, 2009). O treinamento de forca (TF) é estratégia importante para prevenir a
sarcopenia, pois promove ativacdo e proliferacdo de células satélites, aumenta a sintese
de proteinas musculares e induz sinaliza¢éo do alvo da rapamicina em mamiferos (NMTOR),
gue € responsavel pelas alteracbes na sintese proteica, autofagia e expressdo do
coativador do receptor y ativado por proliferador de peroxissoma 1a (PGC-1a) (BILSKI et
al., 2022; HEO et al., 2017), por esta razdo, o TF € recomendado para idosos para melhorar
massa e funcdo do musculo esquelético (BILSKI et al., 2022). Outro tipo de treinamento
com efeitos benéficos para os idosos € o treinamento aerébio (TA), pois aumenta ou
mantém a capacidade aerdbia dos musculos esqueléticos, melhora a saude cardiovascular,
capacidade oxidativa muscular, tem efeito anti-inflamatorio, reduz estresse oxidativo e
resisténcia a insulina (Fig. 2) (BILSKI et al., 2022). A combinacédo de treinamento de forca
e aerdbio, denominado de treinamento combinado (TC) (MURACH & BAGLEY, 2016) em
idosos parece ser a estratégia mais eficaz para melhorar as funcées neuromusculares e
cardiorrespiratdrias, mantendo assim a capacidade funcional durante o envelhecimento

(CASTOLDI et al., 2017; 2013).
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Efeitos do treinamento de forca e treinamento aer6bio em idosos

Treinamentode forga ---------- ~--------- Treinamento aerdbio

Saude cardiovascular

Efeito anti-inflamatério

Estresse oxidativo e
resisténcia a insulina

Ativacao e proliferacéo
de células satélites

1 Sintese de proteinas musculares

Sinalizacdo de mTOR

Capacidade aerdbia dos

Massa e fungdo muscular ------- 2 BEERE S, 3 R
musculos esqueléticos

® . Capacidade oxidativa
Sarcopenia
muscular

Figura 2 — O TF promove ativacdo e proliferacdo de células satélites, aumenta a sintese de proteinas
musculares e induz sinalizacdo de mTOR, que é responsavel pelas alteracfes na sintese proteica, autofagia
e expressao de PGC-1aq, por isso o TF melhora massa e funcdo muscular prevenindo a sarcopenia. O TA
melhora a salde cardiovascular, tem efeito anti-inflamatorio e reduz estresse oxidativo e resisténcia a insulina,
tem influéncia direta na melhora da capacidade aerébia e oxidativa dos musculos esqueléticos. Abreviagdes:
TF: treinamento de forca, mTOR: alvo da rapamicina em mamiferos, PGC-1a: coativador do receptor y ativado
por proliferador de peroxissoma 1a, TA: treinamento aerdbio. Fonte: Modificado de BILSKI, et al., 2022.

Durante ou imediatamente apds o exercicio fisico (KORTA et al., 2019), os miécitos
ou células musculares secretam miocinas em resposta a contracdo muscular (WASEEM et
al., 2022). Essas miocinas exercem Vvarios efeitos bioldgicos, diretamente no tecido
muscular (efeito autdcrino), nos tecidos proximos (efeito paracrino) ou longe do local de
secrecao (efeito enddcrino) quando transportado pelo sangue, interferindo em processos
complexos de muitos 6rgdos como metabolismo, angiogénese e inflamagcdo (MANCINELLI
et al., 2021; LAURENS et al., 2020). Em 2012, Bostrom e colaboradores descreveram uma
molécula secretada pelos miécitos, a irisina, fragmento de proteina da membrana celular
denominada proteina 5 contendo dominio de fibronectina tipo Il (FNDC5). A irisina é
adipomiocina secretada principalmente pelo musculo esquelético, mas ha evidéncias que
os tecidos adiposos subcutaneos e viscerais também secretam essa molécula e ainda os

testiculos, figado, pancreas, cérebro, baco, coracéo e estbmago a produzem em menores
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guantidades (KORTA et al., 2019). A irisina converte tecido adiposo branco (TAB) em tecido
adiposo marrom (TAM) através da regulacdo positiva da expressdo da proteina 1 de
desacoplamento (UCP-1), mediante ao aumento do gasto de energia (BOSTROM et al.,
2012), estad envolvida também na melhora da tolerancia a glicose e na melhora da
resisténcia a insulina (LI et al., 2019). Outras fun¢bes biolégicas importantes ja foram
atribuidas a essa miocina, como regulacdo do comportamento depressivo, proliferacédo de
osteoblastos e massa 0ssea cortical (WASEEM et al., 2022). Estudo com camundongos
machos, observou que injecao de irisina duas vezes por semana intraperitoneal melhorou
a regeneracao, induziu hipertrofia e reduziu a degradacéao de proteinas devido a ativagcéo
de células satélites e aumento da sintese proteica (REZA et al., 2017). Sendo o musculo
esquelético a principal fonte de irisina, ele determina as concentracfes circulantes dessa
miocina e a perda de massa muscular no periodo do envelhecimento pode diminuir essas
concentracfes (MANCINELLI et al.,, 2021). Park e colaboradores (2019), estudaram
mulheres pO6s menopausadas, com 60 anos ou mais, e sugeriram a irisina como
biomarcador para sarcopenia, pois foi observado concentracdes diminuidas de irisina
circulante nos grupos de sarcopenia e pré sarcopenia quando comparado ao grupo nao-
sarcopénico.

Estudos mostraram que a irisina influencia a expressdo de diferentes genes
neuronais que influenciam a plasticidade neuronal e podem neutralizar a
neurodegeneracao. A irisina € capaz de atravessar a barreira hematoencefalica e afetar
diretamente a funcéo e a atividade neural, atuando na plasticidade sinaptica e protegendo
neurdnios contra a neurodegeneracdo (FARSHBAF & ALVINA, 2021). O aumento da
expressao de FNDCS5 correlaciona-se positivamente com a expressao do fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF), uma das mais importantes moléculas sinalizadoras para

plasticidade sinaptica e neurogénese no hipocampo. Importante funcdo na sinapse e
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memoria de camundongo, modelo para estudo da Doenca de Alzheimer (DA), confirmaram
os efeitos benéficos dos exercicios mediados pela irisina no funcionamento adequado do
Sistema Nervoso Central (SNC) (KORTA et al., 2019). Estudo utilizando camundongos
fémeas e machos de 2 a 3 meses de idade foram submetidos a exercicio aerobio e a
injecbes cerebrais de oligbmeros AR, tornando-os modelos experimentais da DA, o grupo
observou que esses animais apresentaram protecdo do comprometimento da memoaria e
observaram também que os niveis hipocampais de irisina/FNDC5 e BDNF foram maiores
nos animais submetidos ao treinamento quando comparado ao grupo sedentéario
(LOURENCO et al., 2019). Outra investigacdo com homens e mulheres com 55 anos de
idade que apresentaram risco de deméncia foram divididos em trés grupos, treino cognitivo
com atividades feitas no computador, treinamento fisico multimodal incluindo aerébio, forca,
equilibrio, coordenacéo e flexibilidade e grupo controle, apés o periodo de intervencao foi
observado aumento da concentracdo de irisina no soro desses individuos do grupo treino
cognitivo e treinamento fisico, melhorando, de acordo com o autor, meméria e cognicao
global (KUSTER et al., 2017). A irisina demonstrou regular a funcdo mitocondrial em
cardiomiécitos de modelo de infarto de miocardio, restaurou o potencial de membrana
mitocondrial e anulou a regulacdo negativa dos niveis do complexo respiratério
mitocondrial, além de melhorar concentracdes de glutationa (GSH), superéxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPX), evidenciando a participagao da irisina na melhora da
defesa antioxidante (XIN & LU, 2020).

Entre as hipoteses aceitas para explicar o envelhecimento, esta a teoria dos radicais
livres, proposta por Denham Harman (1956), a qual estabelece que o envelhecimento é
derivado dos efeitos deletérios nas organelas celulares, causados pelas Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs) (HARMAN, 1956). No periodo da senescéncia o individuo torna-se

mais suscetivel aos danos do estresse oxidativo (EO), resultante do desequilibrio entre as
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espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, com consequente dano celular (DANI et al.,
2020; ALCAZAR et al., 2019; MIRANOWICZ-DZIERZAWSKA, 2018, HAAK et al., 2009). O
EO causado pela diminuicdo da capacidade antioxidante resulta do aumento na producéo
de EROs e concentracbes diminuidas de antioxidantes (GOMES et al., 2017;
ALTENHOFER et al., 2015). As EROs, em concentracfes fisioldgicas, desempenham
funcdes na sinalizacdo redox e sobrevivéncia celular, ativando ou inibindo enzimas e
cascatas dependentes de genes (GOMES et al., 2017). Por consumir grande quantidade
de oxigénio, o musculo esquelético pode gerar EROs na mesma proporc¢éao, interferindo nas
alteracbes musculares como por exemplo na sarcopenia, observado no musculo
envelhecido (GOMES et al.,, 2017). Outro tecido diretamente afetado pelo EO é o
hipocampo que € extremamente sensivel a este dano, favorecendo a neurodegeneracéo
(POSTU et al., 2019; CHERBUIN et al., 2019). A microglia, células imunes do SNC, tem
suas funcbes afetadas no envelhecimento (D’AVILA et al., 2018; STREIT et al., 2014), e
guando ativada produz mediadores inflamatérios, EROs e neurotoxicidade, associados a
declinios cognitivos (D’AVILA et al., 2018; WOHLE & DELPECH, 2017). As enzimas
antioxidantes podem ser modificadas por exercicio fisico, alimentacdo e como destacado
anteriormente, pelo envelhecimento (GOMES et al.,, 2017; FRANZKE et al., 2014). Os
idosos que praticam exercicio fisico tendem a aumentar as defesas antioxidantes (DANI et
al., 2020), pois a atividade fisica é preditora da funcédo mitocondrial muscular, uma vez que
h& diminuicdo de mitocéndrias e suas fun¢des no periodo do envelhecimento (GOMES et
al., 2017; CARTER et al., 2015; KANG et al., 2013). O exercicio cronico esta relacionado a
concentracOes diminuidas de marcadores de EO e aumento da capacidade antioxidante
enzimatica e ndo enzimatica em individuos jovens, adultos e idosos (GOMES et al., 2017;

TAKAHASHI et al., 2013; FATOUROS et al., 2004; LAFOREST et al., 1990).
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Nossa hipotese é que a pratica do treinamento combinado propicia aumento na
imunomarcacao de irisina no musculo gastrocnémio e induz beneficios em prol do estado
redox, contribuindo para manutencéo da massa muscular e melhor capacidade de marcha

das ratas no periodo da periestropausa.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos do TC no estado redox (sangue e gastrocnémio) e a
imunomarcacao de irisina no gastrocnémio de ratas Wistar no periodo de senescéncia

reprodutiva.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar dano oxidativo proteico e lipidico, defesa antioxidante enzimética e néo-
enzimatica, apés realizacdo do TC, no sangue e gastrocnémio de ratas na
periestropausa;

e Determinar imunomarcacfes de irisina no musculo esquelético gastrocnémio de
ratas na periestropausa, apos realizagéo do TC;

e Avaliar a qualidade da marcha dos roedores em periodo que antecede e apés o
periodo de realizacédo do TC;

e Verificar, nas variaveis analisadas, os possiveis efeitos do exercicio fisico realizado

durante o periodo da periestropausa.

3. METODOLOGIA

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba (FOA/UNESP)
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(processo n° 00826-2018) e conduzido de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal.
3.1 Animais

ApoOs a aprovacao do protocolo experimental, 20 ratas da linhagem Wistar (Rattus
norvergicus albinus), com idade inicial de 17 meses, multiparas (3 a 4 procriacdes dos 2
aos 10 meses de idade), provenientes do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba (FOA), foram incluidas neste estudo. As ratas foram mantidas em caixas
coletivas (4 animais/caixa) em ambiente com temperatura (22 = 2°C), ciclo de luz invertida
(12/12h) e umidade (55 + 10%) controlados e acesso livre a agua e racéo (Presence® Ratos

e Camundongos, Paulinia, SP, Brasil).

3.2 Determinacéao dos grupos de trabalho e critério de inclusao e exclusao

Foram incluidas apenas ratas multiparas com 17 meses e com ciclo estral irregular,

onde o mesmo foi verificado através do esfregaco vaginal e analisado a fresco ao
microscopio Optico durante 2 semanas (FERNANDES et al., 2020; NICOLA et al., 2016;
FERREIRA et al., 2015; LONG & EVANS, 1922). Apés essa confirmacao, foi verificada a
treinabilidade das ratas afim de determinar aderéncia ao exercicio fisico. Para o protocolo
do exercicio aerébio foi adotada a escala de desempenho em corrida com score de 1 a5
(HENRIQUE, 2018; DISHMAN et al., 2006), classificado da seguinte maneira: 1) o animal
se recusa a correr; 2) corrida sem constancia (corre e para ou corre em direcéo errada); 3)
corrida irregular; 4) corrida boa (ocasionalmente corre na parte de tras da esteira); 5) corrida
excelente (corre permanentemente na parte da frente da esteira). Foram incluidos nos
grupos experimentais apenas os animais que obtiveram classificacdo 3 ou mais. A analise
de aderéncia das ratas ao treinamento resistido foi realizada com as ratas que
apresentaram aderéncia ao exercicio aerdbio. Os animais foram submetidos a teste de

escalada voluntéria na escada, sem a utilizacdo de carga. Os animais que se recusaram a
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subir escada foram classificados como ndo aderentes ao exercicio e por isso excluidos do
estudo. Ressaltamos que as ratas excluidas dos grupos de exercicio também né&o fizeram
fazer parte do grupo controle. Ao fim do processo de inclusdo e excluséo, as ratas foram
distribuidas aleatoriamente em dois grupos: 1) ratas ndo submetidas a treinamento de

exercicio fisico (NT); 2) Treinamento Combinado (TC) (Fig. 3).

Delineamento Experimental

17 meses 18 meses 19 meses 20 meses

Testes de Desempenho
(CCVM e TIVM);
Reajuste de carga e
velocidade;

TC

Testes de Desempenho
(CCVM e TIVM);
Reajuste de carga e
velocidade;

TC:

Coleta de Ciclo Estral
Teste de aderéncia ao
exercicio fisico;
Divisdo dos grupos.

Teste de Deambulacéo;
Testes de Desempenho
(CCVM e TIVM);
Eutanasia

Teste de Deambulacéo;
Testes de Desempenho
(CCVM e TIVM);

TC

Figura 3 — Delineamento experimental resumido. Abreviacbes: CCVM (Teste de
Capacidade de Carregamento Voluntario Maximo); TIVM (Teste Incremental de Velocidade
Maximo).

3.3 Protocolo de treinamento fisico

O treinamento combinado ocorreu em 03 sessdes por semana no periodo de 120
dias. Cada sessdo com 40 minutos de duracgdo, sendo 20 minutos na fase anaerdbia e em
seguida, 20 minutos na fase aerobia.

Fase Anaerdbia: a familiarizacdo na escada (1.13 x 0.18 m, grade de 2 cm, angulo
de 80°, com &rea de descanso de 20 x 20 x 20 cm didmetro no topo — fabricada pelo Setor
de Manutencéo - Faculdade de Odontologia de Aragatuba, UNESP, Aracatuba, SP, Brasil)
foi realizada uma (01) semana antes do inicio dos treinos, sendo executadas subidas
voluntarias sem a utilizacéo de carga. Apos o periodo de familiarizacéo foi aplicado o teste
de capacidade de carregamento voluntario maximo (CCVM), onde acoplamos dois tubos
plasticos (BD Falcon 50 mL tubo conico, BD Biosciences®, Bedford, MA, USA) preenchidos

com esferas de aco (Esferas de aco, Cabana S/A, SP, Brasil) unidos a cauda com fita
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adesiva (Missner & Missner Ltda, Blumenau, SC, Brasil), seguindo o protocolo estabelecido
por (HORNBEGER & FARRAR, 2004) e também ja reproduzido anteriormente em nosso
laboratorio (PERES-UENO et al., 2020; MORAIS et al., 2017; STRINGHETTA-GARCIA et
al., 2016; 2017). O teste teve inicio com 75% do peso corporal da rata e adicionado 30
gramas a cada série executada com sucesso até a falha concéntrica do movimento
atingindo assim a CCVM. Foi tomado por parametro a ultima execucdo concéntrica do
animal e a partir desta calculada a carga de trabalho. O programa foi composto pela
execucdo do treinamento resistido e treinamento aerdbio, sendo executados nesta
respectiva ordem, realizados trés vezes na semana (segunda-feira, quarta-feira e sexta-
feira) durante 120 dias. A fase anaerdbia foi realizada pela escalada na escada em 5 séries
inicialmente a 60% da CCVM, sendo elevado 10% a cada semana até alcancarmos a carga
de trabalho definitiva de 80% da CCVM.

Fase Aerdbia: a familiarizacdo na esteira (fase aerdbia) foi realizada por trés dias
consecutivos, por 10 minutos/dia em velocidade de 10 metros por minuto (m/min) (NOKIA
et al., 2016). ApG6s a familiarizacdo, as ratas ficaram 24 horas sem atividades e
posteriormente realizaram o teste incremental de velocidade maxima (TIVM) proposto por
Picoli e colaboradores (2018) a fim de determinar a velocidade de trabalho de cada animal
estando associado com o0 VO2 maximo. O teste consistiu em periodo inicial de aquecimento
com duracdo de 5 minutos a velocidade de 6 m/minutos. Posteriormente, a velocidade foi
aumentada para 11,4 m/min seguido por acréscimo de 5,4 m/min a cada 3 minutos de
corrida até atingir a exaustao, caracterizada pela incapacidade de o animal continuar por
mais de 10 segundos, chegando assim ao VO: pico (Picoli et al., 2018). Imediatamente
apos a fase anaerobia as ratas foram colocadas na esteira ergométrica dando inicio a fase
aerobia, sendo esta composta por 20 minutos (ininterruptos) de corrida a 60% da velocidade

maxima na primeira semana e 70% nas demais semanas até o fim do programa. A partir
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da quarta semana foram realizados novos testes de CCVM e de velocidade na esteira,

sendo repetidos a cada quatro semanas.

3.4 Teste funcional de deambulacao

O teste de deambulacdo possibilita avaliagdo funcional da marcha de roedores e
indicativo do estado da funcdo muscular esquelética (KENNEL et al., 1996). Neste teste, as
patas traseiras dos animais foram colocadas em contato com tinta (guache) atoxica preta e
as patas dianteiras em tinta marrom. Em seguida, os animais foram posicionados em caixa
retangular de madeira (45 cm de comprimento, 8 cm de largura e 20 cm de altura; sem teto
e forrada com papel branco) para caminharem por trés tentativas. Antes de terem as patas
pintadas, os animais caminharam pela caixa trés vezes. Em seguida, o comprimento e a
largura da passada foram mensurados. Os dados foram obtidos previamente (17 meses de

idade) e ao final do periodo de TC (21 meses de idade).

3.5 Coleta de Material Biologico

Quarenta e oito (48) horas ap6s o ultimo treinamento fisico e realizacao do teste
funcional, foi realizada a eutanasia dos animais por decapitacdo. O sangue foi coletado em
tubos devidamente heparinizados e em seguida centrifugados (4°C; 1500 rpm; 15 minutos)
(Beckman J-6M Induction Drive Centrifuge; Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, USA).
O plasma foi aliquotado e armazenado a - 80°C para analises posteriores. O musculo
gastrocnémio lateral (direito e esquerdo) foi cuidadosamente dissecado, pesado e
congelado em nitrogénio liquido e em seguida, armazenados em freezer -80°C para
posteriores analises bioquimicas e de imunoistoquimica.

3.6 Coloragéao pela hematoxilina-eosina (HE)
Para a analise histométrica, seccdes histoloégicas de 5 pum foram realizadas em

micrétomo e colocadas em banho maria a 36° C para expandir o corte. Essas seccbes
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histolégicas foram submetidas a coloracdo pela HE. Para isso, as seccfes histologicas
passaram pelo processo de desparafinizacao inicial em estufa (56°C a 58°C), durante 30
minutos. Seguida pela desparafinizacdo completa em sequéncia de xilol, hidratacdo em
série decrescente de etanol, lavagem em agua. Logo apdés, imersdao em Hematoxilina por 2
minutos, lavagem em agua, imersdo em Eosina por 5 minutos, lavagem em agua,
desidratacdo em série crescente de etanol, diafanizacdo em sequéncia de xilol e

recobrimento com meio de montagem e laminulas de vidro.

3.7 Imunoperoxidase indireta para deteccéo de irisina

Para a analise imunoistoquimica, as secc¢des histoldgicas de 5 um foram submetidas
a desparafinizacdo inicial em estufa (56°C a 58°C), durante 30 minutos, seguida pela
desparafinizacdo completa em sequéncia de xilol, hidratacdo pelo etanol em série
decrescente. A partir desta e previamente a cada uma das etapas da reacgao
imunoistoquimica, os cortes histologicos foram submetidos a trés lavagens em PBS durante
5 minutos, PBS acrescido de 0,05% de Triton® X-100 durante 5 minutos e PBS durante 5
minutos.

A recuperacgédo antigénica foi realizada através da imersdo das laminas histologicas
em tampéao citrato 10mM e pH 6,0 (Antigen Retreival Buffer 1, Spring Bioscience
Corporation, Pleasanton/CA, EUA), em céamara pressurizada (Decloaking Chamber®,
Biocare Medical LLC., Concord/CA, EUA). Posteriormente, as laminas foram imersas em
solucao constituida de 3% de peréxido de hidrogénio em PBS durante 60 minutos, e em
solucéo constituida de 4% de leite em po desnatado em PBS durante 60 minutos, para o
bloqueio da peroxidase e da biotina endégenas, respectivamente.

O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado em solugéo constituida de 1,5% de
soro albumina bovino (BSA, Bovine serum albumine) em PBS acrescido de 0,05% de

Triton® X-100 durante 12 horas. As laminas contendo as amostras de cada grupo
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experimental foram incubadas com o anticorpo primario anti-irisina do rato gerado em
coelho (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, EUA). Os cortes foram
incubados com anticorpo secundario biotinilado por 2 horas e subsequentemente tratados
com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 1 hora (Universal
Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA).

A revelacdo foi realizada utilizando-se como cromogeno o composto 3,3’-
diaminobenzidina (K3468; Liquid DAB+ Substrate Chromogen System, Dako North America
Inc.). Para a contracoloracdo, os espécimes foram submetidos a lavagens em agua,
imersdo em Hematoxilina de Harris por 30 segundos, lavagens em agua, desidratacdo em
série crescente de etanol, diafanizacdo em sequéncia de xilol e recobrimento com meio de
montagem e laminulas de vidro.

Como controle negativo da reacao, as seccdes histoldgicas foram submetidas as
mesmas etapas descritas, suprimindo-se apenas a utilizacdo do anticorpo primario. Todas
as etapas da reacdo imunoistoquimica basearam-se no protocolo descrito por Ervolino e
colaboradores (2019).

3.8 Analise de Estresse Oxidativo

3.8.1 Concentracao de proteinatotal (PT) e ensaios de atividade plasmatica

A concentracdo de PT foi determinada pelo método de Hartree-Lowry (HARTREE,
1972; LOWRY et al., 1951), usando albumina sérica bovina como padrdo. A atividade
plasmatica foi determinada pela reacdo de cor amido-iodo usando kit comercial (Labtest,
Brasil). A mistura de reacdo contendo 0,04% (p/v) de amido solivel como substrato em
tampéao fosfato 0,2 mol/L a pH 7,0 e incubada por 7,5 min a 37 °C. A reacao foi entdo
interrompida com a adicdo de solucdo contendo iodo/iodeto de potassio e HCI. As
absorbancias da amostra e do branco foram lidas a 660 nm. Uma unidade de atividade foi

definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 10 mg de amido em 30min
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de reacdo nas condicdbes de ensaio descritas. As concentracbes de PT dos

homogeneizados de tecido foram usadas para normalizacdo das atividades plasmaticas.

3.8.2 Dano oxidativo lipidico e proteico

A peroxidacdo foi determinada por meio de substancias reativas ao &cido
tiobarbittrico (TBARs) (BUEGE & AUST, 1978). O sobrenadante foi agitado suavemente
com mistura de reacao contendo 15% (p/v) de &cido tricloroacético, 0,67% (p/v) de acido
tiobarbitdrico e 0,25 mol/L de HCI. As amostras foram incubadas em banho-maria a 95°C
por 45 minutos e depois resfriadas em gelo. Por fim, as amostras foram centrifugadas a
1000 x g por 10 minutos. ApGs centrifugacédo, o TBARS no sobrenadante foi determinado a
532 nm em leitor de microplacas (Biotek Powerwave 340, EUA). A quantidade de aldeidos
formados foi calculada usando seu coeficiente de extingdo (€532 = 1,56 x1 05 M-1 cm-1) e
expressa em pmol/L. O teor de proteinas carboniladas foi quantificado pelo método alcalino
de 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) (MESQUITA et al., 2014). Resumidamente, DNPH
(10 mmol/L em 0,5 M H3POa) foi adicionado ao sobrenadante e a mistura foi incubada por
10 min a temperatura ambiente. NaOH (6 mol/L) foi entdo adicionado. Apés 10 min de
incubacgéo a temperatura ambiente, a absorbéancia foi lida a 450 nm contra um branco no
qgual a solucéo de proteina foi substituida por igual volume de solu¢do tampao. O teor de
carbonila foi calculado usando o coeficiente de absorgdo molar (€450 = 22.308 M~ cm™)

em relacao a concentracao de PT.

3.8.3 Defesa antioxidante nao-enzimatica

A capacidade antioxidante total (TAC) foi determinada espectrofotometricamente
usando o ensaio FRAP, conforme descrito anteriormente por Benzie e Strain (1996) com

base na reducdo de Fe** a Fe?*, quelado por 2,4,6-tri (2 -piridil) - s-triazina (TPTZ) para
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formar o complexo Fe?*-TPTZ com absorbancia maxima em 593 nm. Os resultados foram
calculados usando curva padréao construida usando diferentes concentracdes de solucdes
de FeSOa.

O teor de GSH reduzido + GSSG oxidado (tGSH) foi determinado
espectrofotometricamente em ensaio ligeiramente modificado, conforme descrito
anteriormente (AKERBOOM & SIES, 1981). Os sobrenadantes dos extratos acidos foram
adicionados em meio contendo 100 mmol/L de tampao fosfato de potassio (pH 7,5), 2
mmol/L EDTA, 0,6 mmol/L 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoéico) (DTNB), 0,2 mmol/L NADPH
e glutationa redutase 0,5 kU/L, e a formacao reduzida de DTNB foi determinada a 412 nm
em curva padrao de GSH. Os niveis de tibis reativos a DTNB (como equivalentes de GSH)
foram expressos como nmol/mg de PT.

As concentracdes de acido urico (AU) foram determinadas com kit comercial
(Labtest, Brasil). A uricase foi usada no ensaio para transformar acido Urico em alantoina e
peréxido de hidrogénio. Na presenca de peroxidase, o peréxido de hidrogénio reage com
4-aminoantipirina e 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulfonato de soédio, formando o
cromoégeno antipirilquinonimina (TRIVEDI et al., 1978). As concentracbes de PT dos

homogeneizados de tecido foram usadas para normalizacdo dos parametros.

3.8.4 Defesa antioxidante enzimatica

A atividade da  superdéxido  dismutase (SOD) foi  determinada
espectrofotometricamente (420 nm) usando a inibicdo da taxa de autooxidacdo de pirogalol
em 50 mmol/L de tampao Tris-HCI (pH 8,2), contendo 1 mmol/L de DTPA. Uma unidade de
SOD foi definida como a quantidade de enzima necesséria para inibir a taxa de auto-
oxidagao do pirogalol em 50% (MARKLUND & MARKLUND, 1974).

A atividade de catalase (CAT) foi determinada espectrofotometricamente (240 nm)

através da taxa de decomposicdo de peroxido de hidrogénio em 50 mmol/L de tampéao
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fosfato de potassio (pH 7,0) (AEBI, 1984). As unidades de atividade enzimatica foram
determinadas usando o coeficiente de extingdo molar de H202 (€240 = 0,0394 mM- cm™).
Uma unidade de atividade de CAT foi definida como a quantidade da enzima necessaria
para decompor 1 mmol de peroxido de hidrogénio por 1 minuto.

A atividade de GPx foi avaliada em ensaio acoplado com oxidacdo de NADPH
catalisada por glutationa redutase (GR) usando hidroperoxido de terc-butila como substrato
(WENDEL, 1981). A atividade da enzima foi determinada espectrofotometricamente
monitorando o desaparecimento de NADPH a 340 nm em meio contendo 50 mmol/L de
tampao fosfato de sodio (pH 7,5), 1 mmol/L EDTA, 0,1 mmol/L NADPH, 0,4 mmol/L de azida
de sodio, 0,1 U /mL de GR, 1 mmol/L de GSH, 0,5 mmol/L de hidroperdxido de terc-butila
e homogeneizados de tecido. A azida de sddio foi usada para bloquear a atividade da
catalase. Um p de atividade de GPx foi definido como 1 mmol de NADPH consumido por
minuto, usando o coeficiente de extingdo molar de NADPH (£340 = 6,2 mM™ cm™). As
concentracfes de PT dos homogeneizados de tecido foram usadas para normalizacédo das

atividades enzimaticas.

3.8.5 Preparo do homogenato do musculo gastrocnémio

As amostras do musculo gastrocnémio foram descongeladas em gelo e lavadas em
solucéo salina gelada (NaCl 0,9%, m/v). O homogeneizador Potter-Elvehjem (modelo MA
099; Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) foi usado para preparar os homogenatos a 5% em
tampao fosfato de sédio 50 mmol/L (pH 7,4) contendo 0,2% (v/v) de Triton X-100, acido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) 10 mmol/L e fluoreto de fenilmetanossulfonil 2
mmol/L(PMSF). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 min a 4°C
(Centrifuga Eppendorf R 5810; Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi
coletado, aliquotado e armazenado a -80°C para andlise de Proteina Carbonilada (PC),

TBARs, TAC, SOD, CAT e GPx. Os sobrenadantes para serem usados para determinacao
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da GSH foram preparados em 5% (m/v) de &cido tricloroacético (TCA) contendo 2 mmol/L

de acido dietilenotriaminopenta acético (EDTA), centrifugado a 4000 rpm/10 min/4°C.

3.8.6 Dano oxidativo lipidico e proteico
A concentracdo de PC foi quantificada usando o método alcalino 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (MESQUITA et al. 2014). O conteudo de carbonil foi calculado
usando o coeficiente de extingdo molar (€450 = 22.308 Mt cm?). A peroxidacéo lipidica foi
avaliada por meio da concentracédo de TBARs (BUEGE & AUST, 1978). A quantidade de
aldeidos formados foi calculada pelo coeficiente de extingdo molar (€532 = 1,56 x 105 M
cm™).
3.8.7 Defesa antioxidante ndo-enzimética
A capacidade antioxidante total foi determinada espectrofotometricamente por meio
da FRAP, conforme descrito anteriormente por Benzie e Strain (1996). Os resultados foram
calculados utilizando curva padréo com diferentes concentragdes de solu¢des de FeSOa4. A
concentracdo de GSH (GSH reduzida + GSSG oxidada) foi determinada
espectrofotometricamente em ensaio ligeiramente modificado, como descrito anteriormente
(AKERBOOM & SIES, 1981). Os sobrenadantes acidos foram adicionados a meio contendo
100 mmol/L de tampé&o fosfato de potassio (pH 7,5), 2 mmol/L de EDTA, 0,6 mmol/L 5,5'-
ditiobis (acido 2-nitrobenzéico) (DTNB), 0,2 mmol/L de NADPH e 0,5 kU/L de glutationa
redutase; a quantificacdo dos niveis foi baseada na curva padrdo de GSH.
3.8.8 Defesa antioxidante enzimatica
A atividade da SOD foi determinada espectrofotometricamente (420 nm)
mensurando a taxa de inibigdo da autoxida¢ao do pirogalol em 50 mmol/L de tampéao Tris-

HCI (pH 8,2), contendo 1 mmol/L de &cido dietilenotriamina pentacético (DTPA). Uma
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unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir a taxa de
autoxidacao do pirogalol em 50% (MARKLUND & MARKLUND, 1974).

A atividade da CAT foi determinada espectrofotometricamente (240 nm) através da
taxa de decomposicéo do peréxido de hidrogénio em tampao fosfato de potassio 50 mmol/L
(pH 7,0) (AEBI, 1984). As unidades da atividade da enzima foram determinadas usando o
coeficiente de extingdo molar de H202 (€240 = 0,0394 mM 1 cm -!). Uma unidade de
atividade da CAT foi definida como a quantidade de enzima necessaria para decompor 1
mmol de perdxido de hidrogénio por 1 minuto.

A atividade da GPx foi determinada pelo método que utiliza o peroxido de di-terc-
butila como substrato da reacéo, ocorrendo oxidacdo da GSH pela GPx gerando GSSG,
gue é convertido em GSH pela glutationa redutase (GR), consumindo nessa reacdo uma
molécula de NADPH (WENDEL, 1981). A atividade da enzima foi determinada
espectrofotometricamente monitorando o consumo de NADPH a 340 nm em meio contendo
50 mmol/L de tampao fosfato de sédio (pH 7,5), 1 mmol/L de EDTA, 0,1 mmol/L de NADPH,
0,4 mmol/L de azida de sddio, 0,1 U/mL de GR, 1 mmol/L de GSH, 0,5 mmol/L de peroxido
de terc-butila e amostras. A azida de sodio foi usada para bloquear a atividade da catalase.
Uma U da atividade da GPx foi definida como 1 mmol de NADPH consumido por minuto,
usando o coeficiente de extingdo molar (€340 = 6,2 mM~t cm™).

3.9 Anélises Estatisticas

Para o teste funcional de deambulacdo a normalidade foi analisada pelo teste de
D'Agostino & Pearson e demais testes foi usado o teste de Shapiro-Wilk. Os resultados
estdo expressos como média * erro padrao da média (EPM) e considerados
estatisticamente significantes quando 5% (p< 0,05), representados por (*) quando diferenca

entre grupos e (***) quando comparados intragrupo. Os dados foram submetidos ao Teste
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de analise de Variancia (ANOVA) one-way e Kruskal-Wallis. Para analise intragrupo (18 vs

21 meses) os dados foram submetidos a teste t pareado.
4. RESULTADOS

4.1 Parametros Gerais
A analise do esfregaco vaginal das ratas Wistar evidenciou a irregularidade no ciclo
estral, com citologia vaginal leucocitaria caracterizando a ocorréncia do diestro persistente
nos animais com 17 meses. O acompanhamento do ciclo estral das ratas, durante 15 dias,
mostrou a permanéncia em diestro persistente em 73% do periodo equivalente a trés ciclos
consecutivos, caracterizando a periestropausa (Fig. 4). Durante a intervencao de 120 dias

de TC nao houve diferenca significante no peso corporal dos animais (Tabela 1).
CICLO ESTRAL

s

20%

Figura 4 - Incidéncia das fases do ciclo estral das ratas Wistar com 17 meses em periodo equivalente a trés
ciclos consecutivos. Abreviacdes: P = proestro; E = estro; M = metaestro; D = diestro. NUmero de animais por
grupo= 20.

TABELA 1. Massa corporal inicial (18 meses) e final (21 meses) de ratas Wistar ndo
treinadas e treinadas durante 120 dias.

Grupos Peso corporal (g)
18 meses 21 meses
NT 403.91+8.37 391.07+10.66
TC 392.83+6.41 382.5+6.60

Os valores representam a média dos grupos experimentais. NT = ndo treinadas; TC = treinamento combinado.
NUmero de animais por grupo= 20.

4.2 Treinamento fisico combinado
As ratas do grupo NT realizaram o teste CCVM e TIVM no inicio e final do periodo

experimental, ambos apresentaram resultado significante, sugerindo diminuicdo de forca
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muscular e VO2 maximo (Fig. 5a; c). Os resultados obtidos do teste CCVM com as ratas
gue realizaram o TC demonstrou evolucao significante em todos os meses (5 testes) de
avaliacdo, sugerindo aumento gradual de forca muscular em resposta ao treinamento (Fig.
5b). A analise do TIVM mostrou diferenca significante sugerindo aumento gradativo na
velocidade e melhora do VO2 maximo, porém quando comparado o 2° teste com os 3° e 4°
nao houve diferenca significante assim como comparando o 3° com o 4° teste, sugerindo

adaptacao aerobia (Fig. 5d).
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Figura 5 - Analise de desempenho das ratas NT e TC no periodo experimental. Anélise CCVM (a) e TIVM (c)
das ratas NT no inicio (17 meses) e ao final (21 meses) do estudo; analise do CCVM (b) e do TIVM (d) das
ratas do grupo TC em cada més do periodo experimental (17 — 21), com inicio aos 17 meses e o final, aos 21
meses. Os dados foram analisados pelo teste t ndo pareado (NT) e one-way ANOVA (CT); apresentados pela
média + erro padrdo da média, significAncia minima de p <0,05. NT = néo treinadas; TC = treinamento
combinado; CCVM = capacidade de carregamento voluntario maximo; TIVM = teste incremental de velocidade
maxima; p < 0,0031: ** vs 17 meses (a); p < 0,0001: **** ys 17 meses (c); p < 0,0001; **** ys 10; ****yg 20; =
vs 3°; ****ys 4 (b); *p=0,0230 vs 4°(d). Nimero de animais = 20/grupo.
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4.3 Mensuracao da area de seccao transversal e peso do gastrocnémio de

ratas NT e TC
Com o intuito de avaliar se o0 aumento da forca e a melhora na funcdo muscular
resultaram em alteracbes morfologicas e na composicdo muscular, o peso e a area de
seccao transversa (AST) do musculo gastrocnémio foram avaliados. Aos 21 meses de
idade (Fig. 6a; b), observamos que os animais que nao treinaram apresentaram menor AST
guando comparados ao grupo treinado (Fig. 6¢). Em relacdo ao peso do musculo
gastrocnémio, a intervencdo com TC resultou em aumento significante do tecido muscular

(Fig. 6¢).
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Figura 6 — Efeito do Treinamento Combinado na massa muscular. Mensuracao da area de secgao transversa
do grupo NT (a) e TC (b), expresso em um? (c) e do peso expresso em g (d) do musculo gastrocnémio de
ratas senescentes aos 21 meses do grupo nao treinadas (NT) e do treinamento combinado (TC). Os dados
foram analisados pelo teste t ndo pareado; estdo apresentados pela média + erro padrdo da média,
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significancia minima de p <0,05. NT= néo treinadas; TC = treinamento combinado; AST = area de seccao
transversa. ¢ = **** p <0,0001; d = *** p = 0,0008. NUmero de animais por grupo =6 - 11.

4.4 Imunomarcacao com Irisina em fibras musculares ap6s TC
Investigamos se o TC seria capaz de estimular maior imunomarcagao de irisina
através do musculo esquelético quando comparado com ratas néo treinadas. Observamos
namero maior de células imunomarcadas com irisina no grupo TC (Fig. 7c) quando
comparado ao grupo NT (Fig. 7b), porém através do Escore de Padréo de imunomarcacao
(Fig. 7a) constatou-se que a diferenca de imunomarcacédo entre os grupos nao foi o

suficiente para resultado significante.
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Figura 7 - Imunomarcacao da irisina em fibras musculares de ratas senescentes aos 21 meses nao treinadas
(NT) e de ratas submetidas ao treinamento combinado (TC; 3x/semana/120 dias). Padrao de imunomarcacao
em escore (a) e células imunomarcadas com irisina no grupo NT (b) e no grupo TC (c).
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4.5 Dano oxidativo proteico e lipidico ap0s a realizacdo de TC
O exercicio combinado desencadeou diminuicdo de TBARs no plasma (Fig. 8a) e no
musculo esquelético gastrocnémio (Fig. 8b) das ratas submetidas ao treinamento fisico
guando comparado com as ratas NT. A analise da PC no tecido muscular ndo apresentou

alteracao estatisticamente significante (Fig. 8c).
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Figura 8 - Dano oxidativo proteico e lipidico. Concentracdo de TBARs no plasma (a) e no tecido muscular
esquelético gastrocnémio (b); concentracdo de PC no tecido muscular (c) de ratas senescentes aos 21 meses
do grupo néo treinadas (NT) e do treinamento combinado (TC). Os dados foram analisados pelo teste t ndo
pareado e estdo apresentados pela média + erro padrdo da média, significAncia minima de p <0,05. TBARs
= Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico; PC = proteina carbonilada; NT = n&o treinada; TC =
treinamento combinado; a: **** = p <0,0001; b: ** = p <0,0069 NUmero de animais = 7 — 10/grupo.

4.6 Defesa antioxidante ndo-enzimética ap0s a realizacdo de TC
A TAC plasmatica (Fig. 9a) e o AU (Fig. 9b) ndo apresentaram diferenca significante.
Vérios agentes de baixo peso molecular sdo capazes de eliminar EROs, como GSH, que
demonstrou aumento no plasma de ratas senis apés intervencdo com TC (Fig. 9¢). O
gastrocnémio das ratas submetidas ao TC demonstrou aumento significante de TAC (Fig.

9d), porém nao apresentou diferenca de AU (Fig. 9e) e GSH (Fig. 9f).
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Figura 9 - Defesa antioxidante ndo-enzimatica. Anélise da defesa antioxidante ndo enziméatica no plasma (a,
b, ¢) e no gastrocnémio (d, e, f) de ratas com 21 meses que nao realizaram treinamento (NT) e ratas que
realizaram treinamento fisico (TC — 120 dias/3x/semana). Os dados foram analisados pelo teste t ndo pareado
e estdo apresentados pela média * erro padrdo da média, significAncia minima de p <0,05. TAC = Capacidade
Antioxidante Total; AU = 4cido Urico; GSH = glutationa; NT = ndo treinadas; TC = treinamento combinado. c;
d: **** = p <0,0001. Namero de animais = 7 — 10/grupo.

4.7 Defesa antioxidante enzimética apds arealizacdo de TC

As principais enzimas de defesa antioxidante sdo SOD, CAT e GPx. O antioxidante
enzimatico SOD que transforma os radicais superoxido em peréxido de hidrogénio (H202)
e oxigénio (O2), apresentou aumento significante no plasma (Fig. 10a) e no musculo
esquelético (Fig. 10d) dos animais senescentes submetidos ao TC. A CAT converte EROs
em moléculas menos ativas, prevenindo a transformacdo dessas moléculas em formas
mais deletérias e no grupo TC apls a intervencdo, esse antioxidante enzimatico
demonstrou aumento significante no plasma (Fig. 10b), entretanto ndo apresentou
resultado significante no gastrocnémio (Fig. 10e). A GPx catalisa a reducédo de H202 em
agua (H20) com o auxilio de GSH, isso torna a GPx importante antioxidante intracelular
para proteger contra danos causados por EROs, porém ndo encontramos resultado

significante em nenhum tecido (Fig. 10c, f).
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Figura 10 - Defesa antioxidante enzimatica. Andlise da defesa antioxidante enzimatica no plasma (a, b, c) e
no gastrocnémio (d, e, f) de ratas com 21 meses que nao realizaram treinamento (NT) e ratas que realizaram
treinamento combinado (TC — 120 dias/3x/semana). Os dados foram analisados pelo teste t ndo pareado e
estdo apresentados pela média + erro padrao da média, significancia minima de p <0,05. SOD = superdéxido
dismutase; CAT = catalase; GPx = glutationa peroxidase; NT = ndo treinadas; TC = treinamento combinado;
a; b: ** = p <0,0012; d: * = p <0,0498. Nimero de animais = 7 - 10/grupo.

4.8 Avaliacao funcional da marcha de roedores e indicativo do estado da

funcdo muscular esquelética

O teste funcional de deambulacdo demonstrou resultado significante na largura (Fig.
11a) e no comprimento (Fig. 11b) da passada de roedores apés 120 dias de treinamento.
A andlise da largura nas passadas dos animais ao final do periodo experimental (21 meses)
mostrou aumento significante no grupo TC comparado ao NT (Fig. 11a). As ratas do grupo
NT apresentaram diminuicédo significante do comprimento da passada apds 120 dias. Em
contrapartida, as ratas do grupo TC demonstraram aumento significante do comprimento
da passada ap0s o periodo experimental. Ao analisarmos o comprimento de passada entre

0s grupos e ao final do periodo de intervencdo (21 meses), as ratas TC apresentaram

diferenca significante em relagéo as ratas NT.
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Figura 11 - Analise funcional de deambulacado de ratas incluidas no periodo experimental. Teste para analise
da largura da passada (a) e do comprimento da passada (b) das fémeas de roedores senescentes aderentes
ao exercicio fisico, no inicio (17 meses) e ao final do periodo experimental (21meses), que néo realizaram
treinamento fisico (NT) e submetidas ao treinamento combinado (TC) 3x/ semana no periodo de 120 dias. Os
dados foram analisados pelo teste t pareado (17 meses vs 21 meses/NT; 17 meses vs 21 meses/TC) e teste
t ndo pareado (21 meses/NT vs 21 meses/TC); resultados apresentados pela média + erro padrdo da média,
significancia minima de p <0,05. NT = ndo treinadas; TC = treinamento combinado. a: * p= 0,0372; ****p
<0,0001 vs 17 meses; ** p= 0,0081 vs 21 meses/NT. b: ***p= 0,0009; *p= 0,0188 vs 17 meses; **** p <0,0001
vs 21 meses/NT. Numero de animais por grupo= 11.

5. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do TC no masculo gastrocnémio,
imunomarcacédo de irisina, no estado redox (sangue e gastrochnémio) e o0 impacto na
deambulacéo de ratas Wistar no periodo de periestropausa. Nossos resultados mostraram
maior AST, sem alteracao significativa na imunomarcacéao de irisina, melhor estado redox
e no teste funcional ap0s a realizacdo do TC quando comparado com as ratas de mesma
idade e que néo realizaram o treinamento fisico. Notavelmente, os animais que realizaram
TC apresentaram melhor histomorfometria na regido central do gastrocnémio, menor dano
oxidativo lipidico e maior atividade antioxidativa, e essa melhora se expressou com melhor
gualidade de marcha, o que ndo ocorreu nos animais NT. Esse conjunto de resultados
sugerem que estratégia, como o TC, visando proteger a massa muscular de ocorréncias
como a sarcopenia, frequente no periodo de envelhecimento, pode ser abordagem
preventiva importante. Nesse sentido, os efeitos positivos do TC evidenciados durante a
senescéncia sdo de grande importancia e sugerem a necessidade da realizagdo de ensaios

controlados de longo prazo com humanos.
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O exercicio fisico tem muitos efeitos em todos os tecidos e 0rgaos e quanto mais
adequado ao individuo em relacdo ao tipo, intensidade e volume, maior € a resposta.
Portanto, em condicbes adequadas a magnitude da resposta desencadeada pela pratica
do exercicio fisico, € maior. No entanto, a forma como o desempenho do exercicio fisico
pode afetar a condicdo em cada periodo da vida € ambigua. Importante destacar que
diferentes tipos de exercicio afetam de maneiras diferentes a homeostase e
consequentemente a resposta adaptativa (KIRK et al., 2020; MCLAUGHLIN & JACOBS,
2017). Portanto, atencdo adicional é necessaria ao prescrever exercicios para o individuo.
A adaptacédo ao exercicio fisico abrange a integracéo de respostas mecanicas, endocrinas,
metabdlicas e inflamatérias, cada tecido especifico. Também deve ser considerado a
periodicidade do exercicio fisico, em agudo e crbnico, considerando que a adaptacdo a
longo prazo implica em mudancas nas funcées celulares (KIRK et al., 2020; LOMBARDI et
al., 2019).

E de conhecimento que o exercicio fisico regular melhora massa e forca muscular
aumentando sintese de proteinas, numero de miofibrilas e AST da fibra (GOMES et al.,
2017; ATHERTON & SMITH, 2012). Sendo assim, as analises de forca, AST e peso
muscular evidenciaram ganho de massa e forca muscular apés 4 meses de TC no periodo
da periestropausa, prevenindo assim quadro sarcopénico. Portanto, nossos resultados
sugerem que fatores enddgenos e exdgenos atuaram juntos para regular a estrutura,
funcdo e o metabolismo muscular em prol do equilibrio entre a sintese e degradacédo
proteica. Além disso, estudos evidenciam que os estimulos anabodlicos propiciam a
miogénese, permitindo a proliferacao e diferenciacéo de mioblastos em midcitos, originando
as fibras musculares enquanto que a inatividade fisica resulta na perda de massa e funcao
muscular aumentando o risco de sarcopenia (KIRK et al., 2019; 2020; LAURENT et al.,

2019).
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Estudo com a participacdo de homens e mulheres com idades entre 60 e 79 anos
gue realizaram TC demonstrou ganho de forca de membros superiores e inferiores (AGNER
et al., 2018). Shirai e colaboradores (2020), analisaram o peso do gastrocnémio de
camundongos com 7 - 8 semanas de vida, ap0s serem submetidos ao TC durante trés
semanas e ndo encontraram diferenca do peso muscular para o grupo controle sedentario.
De acordo com Cadore (2013), explicacdo para tais resultados pode ser a ordem dos
exercicios fisicos realizados (resistido seguido de aerdbio) e a quantidade de sessbdes
semanais. Deve-se levar em conta também, o sexo e a idade dos animais nos diferentes
estudos.

O treinamento fisico modula organelas das células musculares, como as
mitocondrias, impedindo a diminuicdo do contedudo e a funcdo mitocondrial durante o
envelhecimento. Assim, as mitocondrias complementam varios sinais celulares, como
fornecimento de energia, geracao de EROs e apoptose (GOMES et al., 2017; CARTER et
al., 2015; KANG et al., 2013). Importante destacar que, em concentracdes fisiologicas, as
EROs desempenham fun¢Bes importantes na sinalizacdo redox e na sobrevivéncia celular
(GOMES et al., 2017; BAUMMAN et al., 2016), porém concentracdes elevadas de EROs
acarretam alteracdes ou danos ao DNA, proteinas e lipideos e até mesmo morte celular
(GOMES et al., 2017). O exercicio fisico regular aumenta formacédo de EROs que podem
induzir adaptacdes benéficas regulando os sistemas antioxidantes celulares e estimulando
os sistemas de reparo do dano oxidativo (GOMES et al., 2017; RADAK et al., 2005).
Segundo Choi e colaboradores (2016), a producdo aguda de EROs em individuos
saudaveis € necessaria para que o musculo se adapte ao exercicio fisico. E o exercicio
fisico crbnico esta associado a concentragfes diminuidas de marcadores de estresse
oxidativo e aumento da capacidade antioxidante enzimatica e ndo-enzimatica (GOMES et

al., 2017). Como observado no estudo com mulheres entre 45 e 55 anos, que analisou
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biomarcadores de estresse oxidativo séricos ap0s exercicio fisico agudo e constatou
aumento da concentracdo de TBARs nos grupos TF e TA, imediatamente apos o esforco e
diminuicdo dessa concentracédo apos a recuperacao (CARDOSO, 2012).

Neste estudo, as ratas senis submetidas a TC por 120 dias, apresentaram
significante alteracdo na concentracdo de TBARs no musculo esquelético e no plasma
desses animais, nos mostrando que o exercicio fisico foi capaz de diminuir marcador de
dano oxidativo lipidico. Foi observado também aumento de TAC e SOD no gastrocnémio e
de GSH, SOD e CAT plasmatico em resposta ao tipo de treinamento em ratas no periodo
da periestropausa, caracterizando aumento da capacidade antioxidante enzimatica e néo-
enzimatica. Nossos resultados nos mostram que o exercicio fisico regular e crénico
melhorou o estado redox das células do musculo esquelético, uma vez que o acumulo de
EROs no envelhecimento deste tecido leva a degradacao, atrofia e disfuncdo (HEO et al.,
2017). As alteracdes na atividade da SOD podem ser moduladas pela intensidade e
duracéo do exercicio fisico e as concentracdes de CAT sdo mais altas em fibras musculares
altamente oxidativas e diminuidas em fibras com capacidade oxidativa baixa (POWERS &
JACKSON, 2008). Camundongos machos de 2 a 3 meses de idade, submetidos a corrida
em esteira durante 08 semanas, apresentaram diminuicdo nas concentracdes de TBARS
no musculo quadriceps comparado ao grupo nao treinado (SILVA, 2009). Estudo com ratos
machos de 8 semanas de vida que foram submetidos a treinamento aerdbio e divididos em
dois grupos, treinamento continuo de intensidade moderada e treinamento intervalado de
alta intensidade, ambos na esteira durante 10 semanas, mostrou aumento da SOD no
gastrocnémio nos dois grupos comparado aos ratos sedentarios, mas nao apresentou
resultado significante para TAC (GROUSSARD, 2019). Ratos machos tiveram diminui¢ao
plasmatica de GSH ap0s intervencdo com treinamento aerobio em esteira durante 08

semanas (EMAMI, 2016). Estudos indicam que as fibras musculares esqueléticas se
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adaptam a sessdes regulares de TA de alta intensidade aumentando as concentracdes de
GSH (POWERS & JACKSON, 2008). Porém, essa diminuicdo de GSH pode ocorrer devido
ao aumento da utilizacdo de GSH como antioxidante na neutralizacéo dos radicais livres e
essa reducdo de GSH leva a producédo de GSH oxidado (GSSG) diminuindo a proporcao
de GSH/GSSG em tecidos de ratos, sendo indicativo para estresse oxidativo. Outra
explicacédo para diminuicdo de GSH plasmatico é que o GSH é sintetizado em células do
figado e entéo distribuido através do plasma para outros tecidos, se a reserva de GSH no
figado € diminuida, consequentemente pode diminuir a concentragao plasmatica (EMAMI,
2016).

O gene FNDC5 é um dos genes-alvo do coativador 1a do receptor y ativado por
proliferador de peroxissoma (PGC-1a), que por sua vez é coativador transcricional induzido
no musculo esquelético pelo exercicio fisico (MAAK et al., 2021; BOSTROM et al., 2012),
capaz de modular a expressdo da proteina desacopladora 1 (UCP1), controlar o
escurecimento do tecido adiposo e metabolismo oxidativo em muitos tipos de células, além
de estimular angiogénese e mudanca na distribuicdo de fibras (BOSTROM et al., 2012).
Durante ou apés o exercicio fisico, os miécitos secretam miocinas que regulam diversos
processos metabodlicos em varios tecidos e 6rgdos por meio de vias de sinalizacéo
enddcrinas, paracrinas e autécrinas (KORTA et al.,, 2019; DI RAIMONDO et al., 2017,
JOHNSON et al., 2014). Quando clivado, o FNDC5 produz irisina, cujos os efeitos
biolégicos anti-inflamatdrios, antimetastaticos, melhor captacdo da glicose em células
musculares, facilitar a proliferacdo de células endoteliais, reduzir pressdo arterial e
promover hipertrofia cardiaca, ocorrem principalmente através de proteinas quinases
ativadas por mitogeno (MAPKs) (RABIEE et al., 2020). Investigag&o in vitro do efeito da
irisina  em midcitos constatou aumento do metabolismo oxidativo e proteinas de

desacoplamento mitocondrial, assim como aumento de PGC-1a, mRNA de GLUT4 e
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concentracOes de proteinas subsequentes (ABDI et al., 2020; VAUGHAN et al., 2014).
Essas adaptacGes metabodlicas sugerem alca de controle de retroalimentacéo positiva em
gue o aumento da irisina circulante eleve as concentracbes de PGC-1q, resultando em
aumento da secrecéo de irisina (ABDI et al., 2020; SHARMA et al., 2014). Estudo realizado
em 2012 demonstrou aumento de 65% na concentracdo de irisina no sangue em
camundongos submetidos a corrida por trés semanas. Também foi observado aumento na
irisina circulante de individuos saudaveis apos dez semanas de treinamento fisico (KORTA
et al., 2019; BOSTROM et al., 2012). Além disso, o tipo de exercicio fisico (aerdbio ou
resistido), o tempo de exercicio fisico (agudo ou crdnico), a intensidade do exercicio fisico
e 0 condicionamento fisico sédo fatores que podem determinar a concentracdo de irisina
circulante (RASHTI et al., 2019; TSUCHIYA et al., 2018; QIU et al., 2018; ARCHUNDIA-
HERRERA et al., 2017). Outro trabalho envolvendo varios protocolos de treinamento (TA,
TR, TC e treino intervalado de alta intensidade — HIIT) concluiu que o grupo de mulheres
com idades entre 45-65 anos que praticaram TR e TA em sessfes diferentes com HIIT
obteve melhora relativa na irisina sanguinea, os autores atribuem esse resultado ao tipo de
treinamento ter maior capacidade oxidativa e funcdes mitocondriais, quando comparado ao
outro grupo de praticou TR e TA na mesma sessao (RASHTI et al., 2019). Dois estudos
demonstraram gque a massa muscular € bom preditor de irisina circulante em humanos
(STENGEL et al., 2013; HUH et al., 2012). Kurdiova e colaboradores (2014) observaram
gue a irisina circulante estava positivamente associada ao volume muscular da panturrilha,
forca muscular e contratilidade em individuos sedentarios com sobrepeso e obesidade.
Desta forma, alguns estudos estdo sugerindo a irisina circulante como biomarcador de
sarcopenia (PARK et al. 2019; CHANG et al., 2017) em que correlacionam a massa, for¢a
e funcdo muscular e as concentracdes menores dessa miocina, classificando os estados

como pré-sarcopénico e sarcopénico (HUH et al., 2012).
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Este estudo mostrou alteracao na concentracao de irisina no musculo esquelético de
ratas senis apos intervencdo com TC, embora nao significante em relacdo as ratas que nao
realizaram exercicio fisico. O conjunto de resultados mostra que a realizacdo do TC foi
benéfica na manutencdo da salude muscular e na condicdo de deambulacéo das ratas no
periodo da senescéncia. Alteracdes nos padrdoes da marcha séo evidenciados em humanos
e também em ratos (DORNER et al., 1996), a analise da marcha esta associada ao risco
de quedas em humanos (CADORE et al., 2013). O declinio precoce da mobilidade, avaliado
como lentiddo da marcha e o comprimento da passada, esta relacionado com declinio
cognitivo (MONTERO-ODASSO et al., 2012). O exercicio fisico tem influéncia positiva na
funcdo neuromuscular alterando as caracteristicas da marcha (DORNER et al., 1996). O
TC em ratas senis demonstrou efeitos positivos na marcha desses animais, podendo ser
explicado pela qualidade muscular melhorada apds intervencdo. Chen e colaboradores
(2018), afirmaram que o exercicio fisico regular, principalmente o TA, é capaz de melhorar

déficits da marcha.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos com o presente estudo, verificamos que apos 120
de TC, as ratas que estavam passando pelo periodo da periestropausa, periodo este que
se caracteriza por flutuagbes hormonais, deixando o organismo mais susceptivel a
comorbidades, apresentaram melhora na defesa antioxidante e diminuicdo de dano
oxidativo, além de hipertrofia muscular, confirmado pelo peso do gastrocnémio e AST,
ganho de forga, melhora na marcha e aumento da capacidade aerObia dos animais
submetidos ao TC quando comparados aos animais sedentéarios, sugerindo que o TC foi
capaz de prevenir o0 aparecimento de sarcopenia. Observamos também ligeiro aumento de

células imumarcadas com irisina no grupo de animais submetidos ao exercicio fisico,



52

mostrando que o TC contribuiu para controlar o comprometimento do tecido muscular no
periodo da senescéncia feminina. Os resultado obtidos nesse estudo evidenciam a
necessidade de analises bioldgicas mais especificas, como mTOR; PGC-1a; BNDF, bem

como a intensidade e duracdo de cada sesséo e a dinamica do treinamento fisico.
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