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RESUMO

A sarcopenia € um processo multifatorial caracterizado pela perda da forca e
de massa do musculo esquelético, o que leva a reducdo da area de seccéo
transversa (AST) muscular. O treinamento resistido (TR) é uma ferramenta
importante para reduzir a sarcopenia, porém, a analise protebmica do
musculo de ratos velhos apdés TR ainda é pouco estudado. O objetivo do
presente estudo foi analisar o perfil protebmico do musculo gastrocnémio de
ratos jovens e velhos apds o TR. Vinte e quatro Rattus norvegicus com 3
meses (298,74 + 32,32g) e 21 meses (517,83 = 76,30g) de idade foram
divididos em grupo sedentarios jovens (SJ, n = 6), treinados jovens (TJ, n =
6), sedentarios velhos (SV, n = 6) e treinados velhos (TV, n = 6). Foram
realizados 12 semanas de treinamento resistido, que consistiam em subir
uma escada vertical (1,1 m, 0,18 m, 2 cm entre as grades e 80° de
inclinagdo) com uma carga fixada na cauda do animal. As cargas eram
definidas de acordo com a capacidade de carregamento dos animais e
aumentadas progressivamente com 65, 85, 95 e 100% da capacidade de
carga maxima de carregamento de cada animal. O tamanho da escada
induzia os animais a realizar de 8 a 12 movimentos por subida, sendo o TR
realizado trés vezes por semana (segundas, quartas e sextas-feiras) durante
12 semanas. ApOs a Ultima sessdo de treino, 0 musculo gastrocnémio foi
extraido e os compostos proteicos foram analisados por cromatografia
liguida acoplada a uma fonte de ionizacdo por Electrospray tandem
Espectrometria de Massas (LC-ESI-MS/MS). As amostras foram
identificadas utilizando banco de dados UniProt / Swissprot. As proteinas
foram consideradas reguladas, quando o escore dos peptideos esteve maior
que o escore minimo para o limite de confiangca de 95% (p<0.05). A
normalidade dos dados foi testada utilizando o teste de Shapiro-Wilk e
Levene (p> 0,05) e os dados apresentados em média e desvio padréo.
Foram identificadas 131 proteinas, sendo que 28 destas foram comuns a
todos os grupos. 12 semanas de treinamento resistido em ratos modula
proteinas que favorecem as adaptacfes celulares benéficas ao exercicio.
Porém, a inatividade, representada pelo sedentarismo, promove aumento de
proteinas que podem levar ao maior comprometimento do tecido muscular.

Palavras — chave: sarcopenia, treinamento de foca, proteémica, LC-ESI-
MS/MS.



ABSTRACT

Sarcopenia is a multifactorial process characterized by loss of strength and
skeletal muscle mass, which leads to a reduction of muscle cross-sectional
area (CSA). Resistance training (RT) have been indicated as an import tool
to reduce sarcopenia. The aim of the present study was to analyze the effect
of RT on gastrocnemius proteome profile of old rats. Twenty-four Rattus
norvegicus with 3 months (298,74 + 32,32g) and 21 months (517,83 *
76,30g) were divided into young sedentary (YS, n = 6), young trained (YT, n
= 6), old sedentary (OS, n = 6) and old trained (OT, n = 6). Twelve-weeks of
resistance training period was performed, which consisted of climbing a
vertical ladder (1.1 m, 0.18 m, 2-cm grid, 80 ° incline) with a load secured to
their tails. The size of the ladder induced the animals to perform 8-12
movements per climb. TF was carried out three times a week (Mondays,
Wednesdays and Fridays) for 12 weeks. The length of the ladder allowed the
animals did 8-12 dynamic movements of ascent. The climbs were to carry a
progressive load of 65, 85, 95 and 100% of the maximum load capacity of
each animal. Gastrocnemius muscle was extracted and protein compounds
were analyzed by liquid chromatography coupled to electrospray ionization
tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS). Samples were identified using
Uniprot / Swissprot database. One-hundred and third-one proteins were
identified, 28 were between all groups. Aging and RT up-regulated proteins
related to transport, cytoprotection, structural and metabolic functions,
showing alterations due sarcopenia process and exercise. Interestingly, RT
down-regulated structural, transport and metabolic proteins in aged rats. RT
induced an increase in muscle CSA of OS and OT groups. In conclusion, RT
reduced muscle atrophy through the regulation of stress response and by
increasing proteins related with energy production and microcirculation,
which in turn might protect tissue damage arising from exercise and aging.

Key words: sarcopenia; resistance training; proteomic; LC-ESI-MS/MS
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1. INTRODUCAO

A incapacidade durante o envelhecimento € acompanhada por altos
niveis de fragilidade e quedas (Nilwik et al, 2013). A sarcopenia associada
com o envelhecimento é considerada um processo multifatorial, que leva a
reducdo do conteudo proteico muscular, area de secc¢ao transversa (AST) e
forca muscular (Gelfi, et al, 2006; Nilwik et al, 2013). Varios estudos tém
mostrado que durante o0 envelhecimento, o0 estresse oxidativo, a
carbonilacdo protéica, danos estruturais e proteinas metabodlicas séo
aumentados (O’Connell, Ohlendieck, 2009; Gelfi et al, 2011; Lourengo dos
Santos et al, 2015). Porém, ha uma diminuicdo das proteinas sarcoméricas e
filamentosas que sdo importantes para o0 mecanismo protetor das fibras
musculares (Doran et al, 2008; Lourenco dos Santos et al, 2015).

E bem conhecido que o treinamento resistido (TR) promove a
hipertrofia pelo aumento da sintese de proteina, e consequentemente da
AST das fibras musculares (Verdijk et al, 2009; Mitchell et al, 2013), que
podem reduzir os efeitos deletérios da sarcopenia. Embora os efeitos do TR
na massa muscular e forca sejam descritos em jovens e velhos, 0s
mecanismos moleculares exatos responsaveis por essas modificacdes ainda
nao foram totalmente determinados (Mitchell et al, 2014).

A analise protedmica baseada na espectrometria de massas (MS/MS)
tem sido usada para caracterizar o proteoma do musculo esquelético,
representando uma abordagem relevante para o0 entendimento das
alteracdes moleculares no musculo esquelético induzido pelo exercicio
(Petriz et al, 2012). Interessantemente, a protebmica determina a
abundancia de um grande numero de proteinas simultaneamente, enquanto
immunoblotting pode ser usada somente para analisar proteinas alvo que
sdo escolhidas com base na sua importancia previamente identificada (ou
especulada) para uma adaptacéo fisiologica (Ohlendieck, 2010).

Estudos buscam estabelecer mapas prote6micos no musculo
esquelético que podem servir como ponto de partida para pesquisas mais
especificas sobre o envelhecimento e exercicio. Assim, resultados de mapas

protebmicos mostram alteracdes dependentes da idade que favorecem o
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estresse oxidativo, pelo aumento das proteinas de estresse af3 cristalina e
HSP27 (Doran et al, 2007), além de predomindncia de proteinas
caracteristicas de fibras lentas, como mioglobina e anidrase carbdnica e
diminuicdo de proteinas de contracdo rapida, como a beta enolase,
sugerindo alteracdo de composicao de fibras dependentes da idade (Gelfi et
al, 2006).

Sietsema et al, 2010, analisaram amostras de plasma no musculo
esquelético de individuos jovens apds exercicio agudo de rosca biceps
(flexdo e extensdo de cotovelo) e mostraram aumento de proteinas de
transporte (hemoglobina e mioglobina) e proteinas anti-inflamatérias (C-1
inibidor de protease), como potenciais marcadores de lesdo muscular. Os
resultados do TR em excesso resultam na peroxidacao lipidica do musculo
esquelético e aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), como
observado pelo aumento da abundancia de superédxido dismutase
mitocondrial, peroxiredoxina 3 e aldeido desidrogenase em ratos (Gandra et
al, 2012). Unido & isso, o processo inflamatério desencadeado por
microlesées também favorece liberacdo de proteinas intracelulares como a
mioglobina e creatina quinase (Silva, Macedo, 2011). Ainda assim, Radak et
al, 2002 demonstrou que, ap6s o TR, pode ocorrer o aumento do reparo do
DNA e resisténcia do musculo de ratos velhos aos danos advindos do
estresse oxidativo.

Apesar desses achados, pouco se sabe sobre o potencial efeito do
TR no perfil protedbmico do musculo esquelético de ratos velhos. Portanto,
nos propomos este estudo para descrever a abundéancia de proteinas apds o
TR com dados protedmicos de ratos jovens e velhos treinados. Com isso, 0
objetivo do estudo foi analisar o efeito da TR no perfil proteémico do musculo
gastrocnémio e AST de ratos jovens e velhos. Além disso, também
avaliamos a identificagdo global de proteinas baseado na abundancia
dessas proteinas frente ao envelhecimento e TR. A hipétese inicial é que o
TR gera respostas benéficas na sintese de proteinas da maquinaria contratil,
metabdlicas, proteinas de transporte e antioxidantes no muasculo de ratos

velhos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do Tecido Musculoesquelético

A maior parte dos tecidos presentes nos vertebrados é formada pelo
tecido muscular esquelético, que estad envolvido na locomocao, postura e
movimento respiratério (Silva, Carvalho, 2007). A unidade funcional do
muasculo esquelético € a fibra muscular, que, dispostas paralelamente,
formam feixes de fibras ou fasciculos (Saladin et al, 2003). Ao longo de todo
comprimento da fibra muscular encontramos o sarcoplasma, constituido por
miofibrilas e organelas (Saladin, 2003). As miofibrilas séo estruturas da fibra
muscular orientadas longitudinalmente, compostas por filamentos finos
(proteinas actina, tropomiosina e troponina) e filamentos grossos (proteina
miosina), paralelos entre si, formando feixes claros e escuros que se
agrupam e caracterizam o tecido muscular estriado esquelético. O
agrupamento desses miofilamentos da origem ao sarcbmero, a unidade
contratil fundamental da fibra muscular.

Ao redor de cada fibra muscular é observado a matriz extracelular
(MEC) rica em proteinas e carboidratos. A MEC muscular apresenta-se
formando o epimisio, constituido pelo colageno tipo I, continua ao tendao,
gue envolve o musculo por inteiro; o perimisio, com abundancia de colageno
tipo 1ll, que une as fibras musculares em feixes, chamados fasciculos e que
transmitem forca de tensédo e o endomisio, formado por colageno tipo V que
envolve cada fibra, permitindo o movimento durante a contracdo muscular
(Kjaer, 2004; Narici et al, 2008). Essa organizacao das fibras de colageno é
importante para a resisténcia a tracao e conservacao da integridade fisica do
musculo durante a contracdo (Jarvinen et al., 2003).

O processo de contracdo muscular se da pela interacdo entre as
moléculas de actina e miosina, sendo suas isoformas responsaveis pela
forca e velocidade durante a contracdo muscular (Saladin, 2003).
Fisiologicamente, essas isoformas de miosina sdo heterogéneas e estdo
presentes na porcdo da cadeia pesada da molécula (MHC). As diferentes

isoformas de MHC no musculo, fornecem tipos diferentes de fibras, como as
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fibras lentas do tipo |, com MHCI e fibras rapidas, do tipo IIA com MHClla e
do tipo IIB com MHCIIb (Pette, Minamoto, 2005). A heterogeneidade
molecular das fibras contrateis ocorre devido as diferentes funcdes
metabdlicas, bioquimicas e fisiologicas, que conferem ao musculo elevado
grau de plasticidade (Ohlendieck, 2011).

Em relacdo as propriedades bioquimicas, toda energia necesséria
para as funcdes celulares, incluindo atividade contratil, é fornecida pela
hidrolise de ATP para ADP e Pi (fosfato inorganico). O consumo de ATP
varia com o tipo de fibra, sendo necessarios mecanismos eficientes para sua
ressintese. Esses mecanismos sdo a atividade da creatina cinase (CK),
glicolise e fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Saladin, 2003). A CK ¢é
associada a rapida regeneracao de ATP, pois, junto com a fosfocreatina
(PCr), evita o acumulo de ADP. Porém, esse sistema possui baixa
capacidade de regeneracdo de ATP. A glicolise €, provavelmente, o sistema
mais bem caracterizado nos organismos e é responsavel pelo metabolismo
de glicogénio e glicose, que tem como produtos o piruvato e o lactato, com
grande capacidade de regenerar ATP quando comparado ao sistema PCr-
CK. Ja a fosforilacao oxidativa mitocondrial é caracterizada por uma poténcia
ainda mais baixa, mas com grande capacidade de regeneracdo do ATP,
utilizando Acetil-CoA como substrato fornecido pelo piruvato, acidos graxos
e corpos cetbnicos (Ohlendieck, 2011).

As fibras musculares sdo também classificadas pelo tipo de
metabolismo que possuem, podendo gerar ATP pelo processo mitocondrial
oxidativo, outras fibras através do processo glicolitico e as intermediarias por
ambos os mecanismos (Frontera, Ochala, 2015). Baseado nas propriedades
bioquimicas, cada tipo de fibra utiliza em maior quantidade um tipo de
metabolismo, dependendo da velocidade de contracdo. Portanto, as fibras
foram classificadas em fibras tipo | (lento, oxidativo, resistentes a fadiga), lIA
(rapido, oxidativo, propriedades metabdlicas intermediaria), e IIB (mais

rapido, glicolitica e fatigavel) (Frontera, Ochala, 2015).
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2.2Envelhecimento e Sarcopenia

O envelhecimento é resultado de um conjunto de processos que
ocorrem no organismo vivo que, com o tempo, reduzem sua capacidade de
adaptacdo, gerando comprometimento funcional (Gault, Willems, 2013).
Muitos mecanismos S&8o0 propostos para explicar as causas do
envelhecimento, porém, a participacdo exata de cada um ainda € pouco
estudada. O processo de envelhecimento € influenciado por fatores como
exercicio, nutricdo, estresse oxidativo, inflamag¢do e mudancas hormonais
(Gault, Willems, 2013). Muitas vezes, essa condicdo vem acompanhada por
alteracdes ndo apenas estruturais, mas também pela presenca de doencas e
reducdo da funcdo muscular, que € considerada um fator clinico importante
para a avaliacdo da severidade no processo de sarcopenia relacionado a
idade (Cederholm, 2011).

A Sarcopenia é uma sindrome multifatorial que tem como
caracteristica principal, a perda global de massa e forca muscular, o que
gera implicagbes para saude do idoso e contribui para a perda funcional e
pode levar a morte prematura (Doran et al, 2008). Apés os 50 anos de idade,
h&4 uma reducdo progressiva de massa muscular de 1 a 2% ao ano.
Similarmente, a forca também reduz 3% ao ano apds os 60 anos de idade,
enquanto a area de seccdo transversa do musculo esquelético € reduzida
cerca de 25 a 30% ao ano apos os 70 anos de idade (Doria et al, 2012).

A perda de massa muscular tem sido relacionada com a atrofia das
fibras, afetando, preferencialmente, as fibras rapidas do tipo Il (Narici e
Mafulli, 2010). Essa atrofia pode ser causada pela reducdo da ativacdo e
proliferacéo de células satélite, reducdo de fatores de crescimento insulinico
(IGF-1), aumento de citocinas pro-inflamatorias como o IL-6 e, inflamagdes
cronicas advindas de doencas associadas ao envelhecimento (Lee et al,
2006; Ibebunjo et al, 2013). Além disso, com o avancar da idade, a
capacidade de reinervacao também é reduzida, o que implica em reducéo de
unidades motoras e altera¢cdes nas jun¢des neuromusculares, levando a
processos de apoptose e substituicdo do tecido muscular por tecido fibroso

(Mann et al, 2011; Yu, 2015). Associado a isso, 0s aspectos de arquitetura
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muscular, composi¢cdo das fibras e alteragcdo de metabolismo também
afetam o processo de acoplamento excitagdo-contracdo e a transmisséo
neuromuscular (Lee et al, 2006)

A forca e funcdo musculares estdo associadas a menor capacidade
de contracdo do musculo devido a reducdo da &rea de seccdo transversa
muscular (AST), que apresenta declinio durante o envelhecimento (Rachel et
al, 2013), e devido a presenca de tecidos ndo contrateis, como o conjuntivo
e adiposo, que afetam a qualidade de contracdo (Ibebunjo et al, 2013).

O masculo esquelético € o maior consumidor de oxigénio no corpo e,
durante o envelhecimento, ocorrem modificacdes do mecanismo de defesas
antioxidantes e aumento progressivo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). A producdo de EROs pelas mitocéndrias produzidas durante o
metabolismo energético muscular podem danificar as proteinas, as
membranas e o DNA, o que dificulta a capacidade da mitocondria para
sintetizar ATP e realizar suas funcdes metabdlicas (Doria et al, 2012).

Todos esses fatores citados, associados a reducéo da atividade fisica,
afetam a estrutura e funcdo dos tecidos, tornando-os menos resistentes a
perturbacdes induzidas por doencgas ou lesdes (Lee et al, 2006; Doria et al,
2012).

2.3 Treinamento Resistido e envelhecimento

A prética de exercicios de forma regular traz muitos beneficios para a
saude, como a melhora do desempenho e longevidade, o que reduz o risco
de doencas cardiovasculares, cancer e diabetes. Embora o exercicio tenha
impacto de forma sistémica, sabe—se que o0s principais impactos resultam
diretamente nas adaptacfes do musculo esquelético (Powers, Jackson,
2008; Yan et al, 2011). O musculo esquelético humano tem um elevado grau
de plasticidade na sua resposta adaptativa a estimulos externos. Esses
estimulos alteram a homeostase celular, levam a alteragfes estruturais e
funcionais e impactam diretamente o fenotipo dos tecidos (Pastoris et al,
2000).
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O treinamento do musculo esquelético pode ser feito pelo treinamento
de resisténcia (endurance) ou treinamento resistido (forga). O treinamento de
resisténcia tem como objetivo a melhora da capacidade aerobia,
caracterizado por atividades com frequéncia diaria, intensidade vigorosa e
duracéo de, pelo menos, 30 minutos por dia (Williams et al, 2002; Freiberger
et al, 2011). J& o treinamento resistido (TR) € direcionado a capacidade de
geracdo de forca no musculo esquelético, caracterizado por atividades com
frequéncia de pelo menos 3 vezes por semana, com cargas progressivas e
com poucas repeticdes, porém, com alta intensidade (Freiberger et al, 2011).

O TR é reconhecido como uma estratégia segura e eficaz para
melhorar o sistema neuromuscular de idosos adultos, melhorando a forca e
poténcia muscular, bem como a capacidade de realizar tarefas funcionais,
que podem contribuir para a prevencdo de quedas e manutencdo de
independéncia (Monteiro, 2013; Stewart et al, 2014). Nesse sentido, estudos
mostram que individuos idosos, a partir dos 75 anos de idade, ainda
possuem a capacidade de hipertrofia e forca apos TR, mesmo com algumas
metodologias de treino diferentes (Mayer et al, 2011; Stewart et al, 2014).

O TR favorece o aumento da capacidade de geracdo de forca
muscular por meio da melhora das fungdes neurais, aumento de sintese de
proteinas e ativacdo de células satélite (Petrella et al, 2006). A melhora da
capacidade neural apdés o TR se da por meio do melhor recrutamento de
unidades motoras e no aumento na frequéncia de disparo dessas unidades
motoras, como ja demonstrado por Hakkinen et al, 2001. O aumento da
sintese de proteinas é favorecido pelo aumento da fosforilagdo de genes
hipertréficos como o IGF-1 e P70S6K, que podem sinalizar as células
satélite a se proliferarem e formar novas miofibrilas, favorecendo aumento
da AST muscular (Petrella et al, 2006; Mitchell et al, 2013).

E bem conhecido que o TF leva a microlesdes que causam rupturas
da matriz extracelular e sarcolema, o que leva a liberacdo de proteinas
intracelulares como mioglobina, lactato desidrogenase, aspartato
desidrogenase e creatina cinase, podendo causar danos ao material contratil
(Silva, Macedo,2011). Essas microlesbes levam a respostas inflamatérias,

cuja funcéo é a limpeza e reparo dos tecidos danificados. O reparo tecidual é
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um evento acompanhado pela presenca de peroxidacgéao lipidica do musculo
esquelético e aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como
a liberacdo de citocinas como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e a
interleucina-6 (IL-6) (Silva, Macedo,2011). Apds exercicio agudo de rosca
biceps (flexdo e extensdo de cotovelo) em jovens, foi observado aumento de
proteinas de transporte (hemoglobina e mioglobina) e proteinas anti-
inflamatorias (C-1 inibidor de protease), como potenciais marcadores de
lesdo muscular (Sietsema et al, 2010). Porém, o TR tem a capacidade de
reduzir o estresse oxidativo pelo aumento da capacidade oxidativa muscular,
bem como aumento da capacidade antioxidante, causadas pela redugéo do
namero de lesdes celulares (Radéak et al, 2002).

Portanto, o TR influencia na saude e qualidade de vida do idoso, pois
promove alteragdes intracelulares que favorecem a hipertrofia, aumento de
forca e resisténcia (Rockl et al, 2008; Carvalho et al, 2012), sendo
considerado apropriado para reverter ou reduzir algumas alteracdes
fisiolégicas decorrentes do processo de envelhecimento (Williams et a, 2002;
Freiberger et al, 2011).

2.4 Protebmica

A investigacao de processos de doencas e salude e suas respectivas
vias de sinalizagdo e mecanismos estdo em foco nos dias atuais. Novas
tecnologias surgem com o objetivo de identificar e entender as adaptacoes
decorrentes dos processos fisiolégicos ou patolégicos. Uma dessas
ferramentas em foco atualmente é a protedbmica, que tem como principal
objetivo, estudar todo o contetdo de proteinas expressas em uma amostra
biologica dentro de uma determinada condi¢cdo. O conjunto dessas proteinas
expressas € denominado proteoma (Sabido et al, 2012). Com a
padronizacdo dos estudos gendmicos e transcriptdmicos, o estudo de todas
as proteinas codificadas pelo genoma € um desafio, visto que variam em
resposta a muitos fatores fisiol6gicos ou patolégicos (Baraibar et al, 2013).

A andlise protedbmica pode ser empregada de diversas formas, como

por exemplo, pela protedmica comparativa, onde se identificam proteinas
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expressas diferencialmente de dois ou mais perfis de proteinas em grupos
diferentes, sendo eficiente também para identificar os alvos moleculares de
drogas e compreender a adaptacdo a estimulos como o exercicio (Burniston
et al, 2008). Outra aplicacdo € o mapa protedmico, utilizado com o intuito de
catalogar as proteinas presentes em uma determinada amostra, como o
mapa protedomico do envelhecimento humano (Gelfi et al, 2005) e o mapa do
envelhecimento em modelo animal (Gelfi et al, 2006).

A metodologia classica para andlise protedmica foi proposta por
O’Farrel e Klose em 1975 (Petriz et al, 2012), que consiste na separacéo e
visualizacdo de proteinas através do 2-DE (eletroforese em gel de
poliacrilamida bidimensional) e identificacdo e caracterizacdo molecular de
proteinas pelo Espectrometro de Massas (MS), de forma rapida e precisa,
sendo utilizado na identificacdo de proteinas. Com o avanco tecnoldgico,
outras metodologias de andlise foram agregadas ao ramo proteémico. A
High Performance Liquid Cromatography (HPLC) ou cromatografia liquida de
alta eficiéncia, € uma técnica de separacdo de compostos de uma solucéo,
que, acoplada ao MS, fornece melhor desempenho e estrutura para gerar a
compreensao de processos bioldégicos complexos (Gelfi et al, 2006). De
forma geral, a técnica consiste na separacdo de uma solugdo contendo
proteinas previamente digeridas em peptideos e depois, separados por
cromatografia liquida. Apds a separacdo desses compostos, 0s analitos sédo
ionizados e avaliados de acordo com a razdo massa/carga (m/z) do ion. A
fonte de ionizacdo do MS gera ions peptidicos ou proteicos para as
moléculas, sem alterar sua estrutura quimica. Os ions entdo séo acelerados
devido a um campo elétrico e separados por m/z no analisador de massas
ou entdo, podem ser selecionados de acordo com uma m/z previamente
determinada, e, posteriormente, fragmentados em um processo denominado
tandem (MS/MS) (Figura 1). Quando os ions atingem o detector, este
converte o sinal da passagem do ion em sinal identificavel. O resultado é
apresentado por meio de um grafico de m/z versus intensidade (contagem
de ions), comumente referido como espectro MS. Os sinais gerados s&o

comparados com informacdes disponiveis em bancos de dados como o
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MASCOT, o que permite identificar as proteinas de interesse (May et al,
2011; Barbosa et al, 2012).
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Figura 1. Metodologias que podem ser utilizadas nos estudos protedmicos.
Preparacédo de amostra e digestéo para a separacao por eletroforese em gel ou por
cromatografia liquida, ionizacdo, fragmentacdo, andlise das massas e detec¢éo

para andlise de dados (Barbosa et al, 2012).

2.4.1 Protebmica e envelhecimento

Frente a essas alteragbes importantes no processo de senilidade, o
conhecimento dos processos moleculares que levam a menor capacidade
regenerativa do musculo tem sido estudado. A analise protedmica da
sarcopenia € tecnicamente desafiadora devido a faixa dindmica das
proteinas expressas nos musculos (Baraibar et al, 2013).

O proteoma do tecido muscular € extensivamente pesquisado e 0s
estudos buscam identificar como o tecido se adapta as condigbes
fisiol6gicas e patolégicas, além da plasticidade muscular frente a ajustes
como o exercicio, hipéxia e envelhecimento. Grande parte dessas pesquisas
analisou o perfil muscular, usando diferentes musculos como o
gastrocnémio, soleo e vasto lateral, buscando identificar proteinas que
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estejam relacionadas com o processo de envelhecimento, como revisto por
Gelfi et al, 2011. O envelhecimento do musculo esquelético tem sido
associado a alteracdo de proteinas contrateis e metabdlicas, bem como
estados de carbonilacdo e fosforilacdo alteradas nesse processo (Piec et al,
2005; Gelfi et al, 2006). Os estudos baseados em espectrometria de massas
tém demonstrado transicdo de fibras rapidas glicoliticas para fibras lentas
oxidativas em populacdo de fibras mais velhas (Théron et al, 2014). Esse
deslocamento de fibras é constatado pela reducdo de proteinas como
enolase, creatina cinase muscular, aconitase e fosfofrutocinase no muasculo
(Gannon et al, 2008).

Os aspectos funcionais relacionados a qualidade de contracdo no
muasculo velho também tem sido associados as andlises protedmicas.
Estudo recente realizado por Gregorich et al, 2016 mostraram que 0s
modelos animais de sarcopenia apresentam reducéo de contracdo muscular
de fibras do tipo Il, devido a reducdo da fosforilacdo de cadeias leves de
miosina. Esse aspecto foi relacionado com a avaliacdo biomecanica do
musculo, demonstrando menor velocidade de encurtamento e diminuigdo na
poténcia de fibras individuais no musculo velho, pois a desorganizacdo de
proteinas contrateis e metabolismo energético no envelhecimento interferem
na capacidade de reacdo e adaptacdo muscular.

Um grande foco nas andlises protebmicas tem sido a analise de
estruturas, proteinas e mecanismos isoladas para associagdo com
condicdes musculares especificas, como reducdo funcional muscular
(Gregorich et al, 2016), modificacbes pds traducionais, como estados de
carbonilacdo (Feng et al, 2008) e estresse oxidativo (Malconm MCcardle,
2011; Friguet et al, 2015). A analise de fragBes enriquecidas de mitocondria,
por exemplo, é investigada na tentativa de identificar potenciais
biomarcadores para o envelhecimento, pois as disfuncbes energéticas
afetam o sistema neuromuscular e estdo diretamente relacionadas com o
aumento de EROs (Mcardle et al, 2010; Doria et al, 2012; Stauton et al,
2011).
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2.4.2 Protebmica e exercicio

Os exercicios fisicos sao indicados por influenciar na saude e
qualidade de vida do idoso, promovendo alteracdes intracelulares que
favorecem a hipertrofia, aumento de forca e resisténcia (Carvalho et al,
2012; Rockl et al, 2008).

De forma geral, a maioria dos estudos ja realizados tem maior foco
nas respostas do treinamento de resisténcia sobre o proteoma e suas
modificacdbes no muasculo esquelético. Isso pode ser exemplificado pelo
trabalho realizado por Lanza et al, 2008 que analisou o efeito do treinamento
aerobio em individuos idosos e verificou que a pratica de exercicio normaliza
as disfuncbes mitocondriais relacionadas a idade, embora nao tenha
modificado fatores de transcricdo nucleares e abundancia de proteinas
mitocondriais. Além disso, o entendimento das vias de sintese e degradacao
gue modulam o proteoma muscular do envelhecimento frente ao exercicio
aerobio, tém sido demonstrado por Fry et al, 2011 e Fry et al, 2013.

Estudos do perfil protedmico apés TF possuem metodologias
distintas. O estudo de Son et al, 2012, por exemplo, comparou o proteoma
do tecido muscular apés o treinamento de resisténcia e o treinamento
resistido no masculo vasto lateral de humanos por meio de gel 2-DE apés 4
semanas e observou o aumento da abundancia de cadeia leve de miosina e
reducdo de piruvato cinase 3, enolase e albumina apds treinamento
resistido. A analise do secretoma de células musculares do vasto lateral e
trapézio, por meio de g-PCR e western blotting mostrou aumento de
colageno 1, folistatina e gelsolina, além do aumento de seus genes
correspondentes apds 11 semanas de TR (Nohreim et al, 2011). Outro
estudo com treinamento de salto, analisou o musculo plantar apés 12
semanas de treino com intervalo de recuperacéo insuficiente, o que resultou
em reducao de isoformas de MHC e de reducgéo de AST e atrofia apés o TR
(Souza et al, 2011).

As informacdes relacionadas a proteinas e TR, no perfil do musculo
velho, vém de estudos que analisam as vias que modulam a sintese e

degradacdo de proteinas apOs exercicio. Por meio de andlises génicas e
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western blotting, foi demonstrado que o envelhecimento afeta marcadores
para sintese de proteinas em resposta a estimulos anabolizantes e que a
ativacdo do gene da via hipertrofica, alvo de rapamicina em mamiferos
(mtorcl) é reduzida em individuos velhos em comparacdo com jovens além
de favorecer a restauragéo das miofibrilas e capacidade para hipertrofia em
individuos idosos, porém, de forma menos pronunciada quando comparado
a jovens (Petrella et al, 2006).

Diante disso, estudos que avaliam o perfil protedbmico do musculo
velho apdés o TR ainda precisam ser explorados, pois, demonstradas suas
adaptacdes benéficas no muasculo idoso, pode representar uma ferramenta

de possiveis aplicacfes e investigacdes nessa area.
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3.0 OBJETIVOS
O objetivo desse estudo foi analisar e quantificar o nivel de

abundancia de proteinas expressas e a AST do musculo gastrocnémio apos

treinamento resistido em animais idosos.
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Vinte e quatro ratos Wistar (Rattus norvegicus) com 3 meses (n =12/
com peso médio de 298,74 + 32,32g) e 21 meses (n = 12 /com peso médio
de 517,83 + 76,30g) foram utilizados neste estudo. Os animais foram
mantidos sob temperatura constante (22 £ 2 ° C) e ciclo de luz (12:12 h ciclo
claro-escuro) com acesso livre a racdo padrdo e 4gua da torneira. Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com o Guia Americano para
cuidados e uso de animais de laboratério (National Research Council, 1996)
e aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Sao Carlos, SP, Brasil (processo: 056/2010 - Anexo I).

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais
(6 animais / grupo), na seguinte ordem: sedentarios jovens (SJ); sedentarios
velhos (SV); treinados jovens (TJ); treinados velhos (TV).

4.3 Treinamento Resistido

4.3.1 Familiarizagéo

Os ratos foram adaptados a um protocolo de escalada de TR usando
uma escada vertical (110 cm, 18 cm, 2 cm de grade, 80° de inclinagao),
(figura 2), sem peso sobre o aparelho de carga por dois dias nao
consecutivos (48 horas de descanso entre as escaladas). O aparelho de
carga foi fixado a cauda envolvendo a sua por¢do proximal com uma tira de
espuma autoadesiva. O dedo foi usado para beliscar a cauda do animal
como um estimulo para iniciar a escalada. Na parte superior da escada, os

ratos chegaram a uma camara de alojamento onde descansaram durante 2
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minutos. Este procedimento foi repetido até que, voluntariamente, os animais

pudessem subir a escada por trés turnos consecutivos sem estimulo.

Figura 2. Modelo de escada para o protocolo de treinamento resistido (TR). Foi utilizada
uma escada vertical com 110 cm, 18 cm, 2 cm de grade e 80° de inclinagdo com uma
camara de alojamento acoplada ao final da escada. O protocolo de treinamento proposto

esta de acordo com o estudo de Souza et al, 2014.

4.3.2 Determinacao da capacidade de carga maxima

Dois dias apdés o procedimento de familiarizacdo, cada animal foi
avaliado para determinar a sua carga maxima, que consistia em 4-9
escaladas com cargas progressivamente mais pesadas. A subida inicial foi
realizada com 75% da massa corporal do animal. Apés a conclusdao bem
sucedida desta carga, um peso adicional de 30 g foi adicionado para o

aparelho de carga. A carga mais elevada que o animal realizava com
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sucesso através de todo o comprimento da escada, foi considerada a
capacidade de carga maxima do rato para a sessao de treino. A falha foi
determinada quando o animal ndo pode progredir até a escada depois de

trés estimulos sucessivos na cauda.

4.3.3 Periodo de treinamento resistido

O TR foi realizado em dias alternados, trés vezes por semana
(segundas, quartas e sextas-feiras), durante 12 semanas. O comprimento da
escada permitiu que os animais fizessem 8-12 movimentos dinamicos por
subida. As subidas consistiam em transportar uma carga progressiva de 65,
85, 95 e 100% da capacidade de carga maxima de cada animal. As sessdes
de TR consistiram de 5-8 escaladas. Se um rato atingiu 100% de sua
capacidade de carga, foi adicionada uma carga adicional de 30 g até que foi
determinada uma nova capacidade de carga maxima. O periodo de
descanso entre cada subida foi de 2 minutos. O protocolo de treinamento

resistido utilizado esta de acordo com Souza et al, 2014.

4.3.4 Coleta do musculo e avaliacdo da area de seccéo transversa

Quarenta e oito horas ap6s a Ultima sessdo de treino, 0s animais
foram anestesiados com uma injecéo intraperitoneal com uma solucéo de
Xilazina (12 mg / kg de peso corporal) e sacrificados utilizando Ketamina (95
mg / kg de peso corporal) e pesados. Em seguida, os musculos
gastrocnémio foram cuidadosamente removidos, pesados e em seguida,
divididos em duas partes no ventre muscular: o fragmento proximal foi
utilizado para a anélise de AST e a distal para a avaliagdo prote6mica. Para
a avaliagdo da AST, o fragmento de musculo foi imediatamente congelado
em isopentano e armazenado num congelador a -80°C (Forma Scientific,
Marietta, Ohio). Os Cortes histologicos (10 uM) do ventre de cada musculo
gastrocnémio foram obtidos em criostato (Micron HE 505, Jena, Alemanha),
coradas com azul de Toluidina a 1% e analisados por microscopia de luz
(Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha). A AST de 100 fibras escolhidas
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aleatoriamente de cada imagem foi medida utilizando o software Axiovision
3.0.6 SP4 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), totalizando 600 fibras musculares

por animal como utilizado por Durigan et al, 2014.

4.4 Extracdo e quantificacdo de proteinas

Os musculos congelados foram macerados em nitrogénio liquido e
mecanicamente homogeneizados com uma solucao de lise (acido cacodilico
10 mM, 1 uM de NacCl, CaCl, 20 mM, NaN3 1,5 mM, 0,01% de Triton X-100%
ZnCl 1uM e CIP (coquetel inibidor de protease). Para quantificacdo de
proteinas, foi utilizado o método de fluorescéncia PierceBCA Kit de ensaio
de proteina (BCA). Apds esta fase, as amostras foram tratadas para remover
Triton-X100 conforme o protocolo utilizado pela Yeung e Stanley, 2010.
Depois, foi adicionado bicarbonato de aménia 50 mM, até completa
homogeneizacdo da amostra. Em seguida, foram incubadas durante a noite
na geladeira a 4°C. Subsequentemente, a amostra foi centrifugada durante
30 min a 14,000 x g. O sobrenadante foi removido e testado por Qubit® e as

amostras foram digeridas com tripsina.

4.4.1 Preparacao da amostra para a aquisicado por LC-ESI-MS/MS

Para a digestao de proteinas, foi adicionado a cada amostra, 20 uL de
NH4HCO, 50 mM (Vetec) e 50 ul de solugdo de RapiGest ™ (Waters,
Milford, MA, EUA) e incubou-se a 80°C durante 15 min e posteriormente
centrifugadas durante 15 seg (spin). Subsequentemente, foram adicionados
5 ul de DTT (dietiotreitol) 100 mM (GE Healthcare) e, em seguida, a amostra
foi agitada e incubada a 60°C durante 30 min. ApoOs o periodo de incubacéo,
as amostras foram deixadas para resfriamento até a temperatura ambiente e
centrifugadas durante 15 seg. Subsequentemente, foram adicionadas 5 pL
de 300 mM de IOD (iodoacetamida) (GE Healthcare), agitados e incubados
durante 30 min a temperatura ambiente e protegida da luz. Em seguida,
adicionou-se 40 pl de solucéo de tripsina (Promega Corporation, Brasil) em

NH4HCO, 50 mM (Vetec) a uma proporgéo de 1:1000. As amostras foram
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novamente agitadas e incubadas a 37°C durante 18 h para a digestdo. Apos
digestdo, foram adicionados 20 pl de acido trifluoroacético (TFA), 5%
(Mallinckrodt Pharmaceuticals, Dublin, Irlanda), agitadas e as amostras
incubadas a 37°C durante 90 min. Em seguida, foram centrifugados a
14,000 x g, 6°C durante 30 min. O sobrenadante foi transferido para um tubo
de microcentrifuga (1,5 ml) e evaporada em um liofilizar (LIOTOP).
Finalmente, as amostras foram ressuspendidas em acido férmico a 0,1% em
agua grau LC-MS, misturada, centrifugada durante 5 min a 14,000 x g e 0

sobrenadante removido e utilizado para anélise.

4.4.2 Aquisicéo e processamento de dados por LC-ESI-MS / MS

Os experimentos de LC-ESI-MS/MS foram realizados em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia ou Liquid cromatography (LC) do tipo
fast, (Shimadzu, Kyoto, Japéo), acoplado a um espectrobmetro de massas do
tipo ESI micrOTOF-Q Il (BrukerDaltonics, Alemanha). A separacdo dos
peptideos foi realizada, fazendo uso de uma coluna XR-ODS C18 2.0 mm 26
x 30 mm x 2.2 um (Kyoto, Japao), tendo como solventes, 0,1% de &cido
férmico em agua e acetonitrila 100%, acrescida de 0,1% de &cido férmico
como fases moveis, A e B, respectivamente. Utilizando um gradiente de 5%
de B por 5 min; 5-50% de B por 50 min; 50- 95% de B por 10 min; 95% de B
por 8 min; 95- 5% de B por 1 min e 5% de B por 7 min, totalizando 80 min,
sob um fluxo de 400 pL.min-1. As andlises de ESI foram realizadas sob
modo linear positivo, nos seguintes parametros: spray voltage, 4.5 kV,
utilizando nitrogénio (N2) como fonte de ionizac&o, nebulizer 4.0 Bar, drygas
8.0, drytemp 200°C. Os ions foram escaneados sob um intervalo de 300-
3.000 m/z, seguido de cinco MS/MS scans. Os dados brutos de
fragmentacdo (MS/MS), gerados pelo equipamento, foram analisados por
meio do programa Data Analysis (Bruker Daltonics, Alemanha), em que
foram separados todos os ions que foram fragmentados de acordo com 0s
parametros citados acima, atraves da ferramenta AutoMs(n); na sequéncia,
os espectros foram “deconvoluidos” por meio da ferramenta Deconvolute

para, entdo, determinar o estado de carga de peptideo gerado apods
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fragmentacao. Os dados foram importados para o progama BioTools (Bruker
Daltonics, Alemanha) onde foram realizadas as buscas, utlizando o
algoritmo MASCOT (Matrix Science, London, United Kingdom, versao 2.3).
O banco de dados utilizado foi o UniProt, SwissProt, (Switzeland, Geneva),
sendo as buscas direcionadas para a taxonomia Rattus (546.439 sequéncias
e 194.445.396 residuos). A Tripsina foi selecionada como enzima de
clivagem, seguida das possiveis modificacbes: carbamidometilacdo da
cisteina (C*), como modificacdo fixa e oxidacdo de metionina (Mox),
determinada como modificagdo varidvel. Como critério de inclusdo, a
tolerancia de massas para os ions precursores (MS) e para os fragmentos
de ions (MS/MS) foi de +0.2 Da. As proteinas foram consideradas
“‘identificadas”, quando o escore dos peptideos foi maior que o escore
minimo para o limite de confianca de 95% (p<0.05), que por sua vez, foi
obtido por meio do match de cada peptideo gerado em relacdo ao seu perfil
de fragmentacdo tedrico. Além disso, todos os ions deveriam estar

presentes nas triplicatas realizadas.

4.4.3 Quantificacdo de proteinas por LC-MS

As proteinas comuns em todos 0S grupos experimentais foram
qguantificadas com o objetivo de estudar o perfil de expressdo entre os
diferentes grupos, por meio da ferramenta Data Analysis. A presenca das
proteinas, para quantificacdo, era necessaria em todas as triplicatas
realizadas de cada animal, e eram calculadas por meio da area do pico dos
ions encontrados. Os ions foram extraidos por meio da ferramenta extracted
chromatogram (XICs), que estavam relacionados com a proteina
identificada. A area de cada ion foi calculada com o auxilio da ferramenta
Integrate only Chromatogram, sendo esses valores utilizados para os
calculos de intensidade e posterior comparagdo com 0s demais grupos.
Como critério de inclusédo, foram quantificadas as proteinas presentes em

todos os grupos.
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5.0 Anélise estatistica

A normalidade dos dados foi testada utilizando o teste de Shapiro-
Wilk e Levene (p> 0,05) e os dados apresentados por meio de histograma,
considerando a média e o desvio padrdo. Como as variaveis foram
distribuidas normalmente, um ANOVA de duas vias (treinamento e idade)
seguido de um teste post hoc de Tukey HSD foram realizadas para
comparar tratamentos. As diferencas foram consideradas significativas
quando p <0,05. A analise estatistica foi realizada utilizando o pacote de
software Statistica 7.0. (Stat Soft Inc., Tulsa, OK, EUA).

32



6.0 RESULTADOS

6.1 Capacidade de carregamento maximo

A capacidade de carregamento relativo dos animais aumentou em
ambos os grupos treinados (TJ e TV). No grupo TJ, apdés a segunda
semana, houve aumento de 21,3% comparada a semana inicial. Na sexta
semana de treinamento, aumentou 19,7%, comparada a segunda semana. A
partir da sétima semana, a carga se manteve estavel até a 122 semana de
treinamento. J4 o grupo SV aumentou a carga a partir da quarta semana
(33,6%), quando comparada a inicial, mantendo—se estavel até o final do

treinamento (semana 12).

6.2 Dados Qualitativos LC-ESI-MS/MS

Os dados analisados neste trabalho mostraram a presenca de 131
proteinas identificadas pelo LC-ESI-MS/MS. Dessas 131 proteinas totais
identificadas, 48 seguiram os critérios de incluséo (ver tépico 4.4.2) e foram
classificadas de acordo com a base de dados Uniprot e Panther, sendo
separados em processo biolégico, funcdo molecular e compartimento
celular. A maioria das proteinas reguladas relacionadas ao processo
biologico € associada ao processo metabdlico (40%), seguido por
localizacdo (11%), regulacdo biologica (7%), processo apoptético (7%),
processo celular (4%) e desenvolvimento de processos (4%), como ilustrado
na figura 3A. A principal atividade observada em relacédo a funcdo molecular
foi atividade catalitica (32%), seguida por ligacdo (15%), atividade
antioxidante (6%), oxiredutase/transferase (6%) e cinase/transferase (6%)
ilustrado pela figura 3B. Além disso, o principal componente celular
encontrado foi o citoplasma (52%), processos néo preditos (15%), seguidos

por mitocondria (9%) e secretados (7%), figura 3C.
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B processo metabdlico (38%)
A B processo celular (4%)
B desenvolvimento de processos (43)
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H envelhecimento (23)
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® autofagia (2%)
M transporte (2%)
o traducdo (%)
M processo de organismo multicelular (23%)
o biossintese de aminoacido (2%)
B contracBo muscular (2%)
= homo oligomerizacdo de proteina (2%)

m citoplasma (523)
m complexo de hemoglobina (5%)
m citosol (4%)
M reticulo endoplasmético, Aparelho de golgi (2%)
B mitocondria (9%)
M secretado (73%)
exosomo extrace lular (23)
¥ processo catabdlico de peptideo (2%)
1 processo apoptético (63%)
 processo do sistema imune (2%)
H Angiogénese, Gluconeogénese, Glicdlise (2%)

® desenvolvimento de estrutura muscular (2%) processo ngo predito (15%)
processo ndo predito (4%)

membrana celular {2%)

regigo extracelular (4%)

W atividade catalitica (32%)

c M ztividade de transporte de oxigénio (23)

M cinase, transferase (2%)

W ligacdo (15%)

M atividade antioxidante (6%)

M oxidoredutase/ transferase (6%)

M atividade de receptor (2%)

o hidrolase, Isomerase (2%)

M proteina muscular (6%)

M citocing, fator de crescimento, isomerase (2%)

M chaperona, hidrolase, protease (2%)

M inibidor de protease,inibidor de protease de serina (2%)
ligacdo de antizgeno (4%)
aminotransferase, transferase (2%)

rece ptor de benzodiaze pina de ligacdo (236)

aminope ptidase, hidrolase, protease (2%)
W ribonuclecproteing, proteina ribossomal (236)

M processo ndo predito (6%)

Figura 3. Proteinas classificadas de acordo com o processo bioldgico (A), funcdo molecular

(B) e componente celular (C) de acordo com as bases de dados Uniprot e Panter.

Entre as 48 proteinas reguladas, 28 foram comuns a todos 0s grupos.
Porém, somente 24 foram quantificadas, pois 4 proteinas ndo estavam
presentes em todas as triplicatas. Além disso, 6 proteinas reguladas foram
exclusivas, com 2 no grupo SJ (fator de liberacdo de cadeia peptidica 1,
mitocondrial (RF1ML) e colageno alfa 1 (COL1A1l), 1 exclusiva do grupo TV
(ubiquitina-40s proteina ribosomal S27a (RS27A), 3 exclusivas do grupo SV
(peroxiredoxina 6 (PRDX6), serotransferrina (TRFE) e miosina-4 (MYH4),

sendo que nenhuma proteina foi exclusiva no grupo TJ (Figura 4).
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Figura 4. Proteinas comuns e exclusivas reguladas entre os grupos, sedentario jovem (SJ),

treinado jovem (TJ), sedentario velho (SV) e treinado velho (TV).

6.3 Abundancia de Proteinas no envelhecimento

A quantificacdo e andlise foram feitas em 24 proteinas comuns a
todos os quatro grupos. A analise estatistica mostrou que o envelhecimento
aumentou (p<0,05/ Apéndice I) a abundancia de 18 proteinas (Figura 5A),
quando comparamos 0S grupos ndo exercitados (SJ x SV), sendo 9
aumentadas, principalmente relacionadas ao processo metabodlico, como a
fosfoglicerato cinase 1 (PGK1), creatina cinase tipo M (KCRM), glicose-6-
fosfato isomerase (G6PI), gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (G3P) beta-
enolase (ENOB), triosefosfato isomerase (TPIS), fosfoglicerato mutase 2
(PGAM2) fosfoglucomutase 1 (PGM1) e L-lactato dehidrogenase cadeia A
(LDHA); 2 proteinas estruturais aumentadas, cadeia leve de miosina 2
(MLRS) e cadeia leve de miosina 1/3 (MYL1); 3 proteinas antioxidantes
aumentadas, superdoxido dismutase Cu-Zn (SODC), peroxiredoxina 1
(PRDX1) e proteina deglicase DJ 1 (PARK7), além de 4 proteinas de
transporte, hemoglobina subunidade alfa-1/2 (HBA) hemoglobina
subunidade beta 1 (HBB1), anidrase carbdnica 3 (CAH3) e mioglobina
(MYG).
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Figura 5A. Efeito do envelhecimento no perfil protebmico do musculo gastrocnémio.
Histograma das proteinas entre o grupo controle sedentario jovem (SJ) e o grupo sedentario
velho (SV), classificados em Estruturais, Transporte, Estresse, Metabdlicas e Transcri¢cdo. O
eixo x representa a razao de Log (e) entre os grupos. Redug¢do na abundéancia das proteinas
é representada em escala negativa (barra branca) a esquerda e o aumento da abundancia
de proteinas, em escala positiva (barra preta) a direita do eixo y. * indica significancia de
p>0.05.

6.3.1 Abundancia de Proteinas apos Treinamento resistido

O TR aumentou (p<0.05/Apéndice IlI) a abundancia de 20 proteinas
(Figura 5B) quando comparamos 0s grupos SJ x TJ, e assim como no
envelhecimento, todas foram aumentadas, sendo 11 relacionadas
principalmente ao processo metabdlico, como PGK1, frutose-bisfosfato
aldolase A (ALDOA), KCRM, piruvato quinase (KPYM), G3P, G6PI, ENOB,
PGAM2, TPIS, LDHA, PGM1,; 2 proteinas antioxidantes aumentadas, SODC,
PARKY7; 3 proteinas estruturais aumentadas, parvalbumina alfa (PRVA),
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MYL1 e MLRS e 4 proteinas de transporte aumentadas, HBA, HBB1, CAH3 e
MYG .

5B SJvs TJ

redugéo aumento
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Figura 5B. Efeito do treinamento resistido no perfil protedmico do musculo gastrocnémio
jovem. Histograma de proteinas entre o grupo controle sedentario jovem (SJ) e o grupo
treinado jovem (TJ), classificado em proteinas Estruturais, Transporte, Estresse,
Metabdlicas e Transcricdo. O eixo x representa a razdo de Log(e) entre os grupos. A
reducdo na abundéancia das proteinas é representada em escala negativa (barra branca) a
esquerda e o aumento da abundancia de proteinas, em escala positiva (barra preta) a

direita do eixo y. * indica significancia de p>0.05.

6.3.2 Abundancia de Proteinas no musculo velho apos Treinamento resistido

O TR aumentou a abundancia de 8 proteinas (p<0.05/Apéndice 1ll) e
reduziu 5 proteinas (p>0.05) (Figura 5C) quando comparamos SV x TV. Seis
proteinas estdo relacionadas principalmente ao processo metabolico, com
cinco aumentadas, ALDOA, KPYM, G3P, G6PI, ENOB e uma reduzida,
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PGML1. Duas proteinas relacionadas ao processo antioxidante, sendo SODC
aumentada e PRDX1 reduzida e 1 proteina estrutural reduzida, MYL1.
Quatro proteinas transportadoras também foram expressas, sendo 2
aumentadas, CAH; e HBA e 2 reduzidas, MYG e HBB1. A proteina de
ligacdo triade histidina (HINT1) mostrou aumento somente no grupo TV
comparada ao SJ. Além disso, a analise das proteinas albumina (ALB) e
proteina G dominio IQ (IQCG) ndo mostraram diferenca estatistica entre os

grupos analisados (p>0.05).
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Figura 5C. Efeito do treinamento resistido no perfil protedmico do musculo gastrocnémio
velho. Histograma das proteinas entre o grupo sedentario velho (SV) e treinado velho (TV),
classificados em proteinas Estruturais, Transporte, Estresse, Metabdlicas e Transcri¢cdo. O
eixo X representa a razao de Log(e) entre os grupos. Reducdo na abundancia das proteinas
é representado em escala negativa (barra branca) a esquerda e o aumento da abundancia
de proteinas, em escala positiva (barra preta) a direita do eixo y. * indica significancia de
p>0.05.
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6.4 Area de seccdo Transversa (AST)

A AST do musculo gastrocnémio foi mensurada pela distribuicdo e
porcentagem total de fibras (%) como ilustrado na figura 6. Os grupos
treinados apresentaram efeitos positivos com maior porcentagem de fibras.
O grupo TJ apresentou valores >40% com distribuicdo entre 2501 - >3000
um?. E o grupo SJ apresentou valores >80%, com distribuicdo entre 2501 -
>3000 pm?. O grupo SV mostrou valores >80% com distribuicdo de fibras
entre 1001 - 2000 pm?, enquanto o grupo TV apresentou 0 mesmo ndmero
de fibras observadas, porém, com distribuicdo entre 1501 - 2500 pm?.
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Figura 6 - Area de seccdo transversa (AST) apresentadas em distribuicdo (umz) e ndmero
de observacdes (%) do muisculo gastrocnémio nos grupos sedentério jovem (SJ), treinado
jovem (TJ), sedentario velho (SV) e treinado velho (TV). Aumento da AST (asterisco branco)
nos grupos treinado jovem e treinado velho em comparagdo aos controles sedentarios
jovens e sedentarios velhos (barra de escala, 50 pum).
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7.0 DISCUSSAO

O presente estudo identificou o perfil protebmico de animais velhos
apos o TR. O processo de envelhecimento promoveu aumento de proteinas
relacionadas a via glicolitica, proteinas do sarcomero, antioxidantes e de
transporte e remocgcao de oxigénio, o que pode ser associado a menor
capacidade de adaptacao do tecido velho. O TR no grupo velho (Grupo TV)
apresentou reducdo de proteinas sarcoméricas, vias glicoliticas e de
transporte de oxigénio, o que pode ser associado a menor responsividade do
musculo velho ao estimulo do exercicio, apesar da AST ter sido aumentada
nesse mesmo grupo.

Nossos resultados apresentaram aumento da AST em ambos os
grupos treinados, com aumento significativo do grupo TV quando comparado
ao seu controle SV. A andlise de AST, o SV obteve a menor distribuicao de
fibras (1001-1500 ym?), confirmando estudos que mostram tanto em modelo
animal quanto em biépsia de humanos idosos, uma reducéo significativa de
cerca de 40% da AST no membro inferior, especialmente em fibras tipo Il
(Ballak et al, 2014; Marzetti et al, 2013; Nilwilk et al, 2013).

Em relacdo as proteinas estruturais, foi observado aumento de MLRS,
MYL1 no envelhecimento e treinamento, porém, reducdo de MYL1 no grupo
TV. A miosina é um hexametro composto por duas cadeias pesadas, duas
cadeias leves de regulacdo (RLC) e duas cadeias leves essenciais, que em
conjunto, fornecem velocidade de contracdo (Gelfi et al, 2011). Seus niveis
alterados promovem modificacdes neurais e motoras que refletem no tipo,
tamanho e menor recrutamento de fibras musculares (Gelfi et al, 2012). Com
0 avanco da idade, a faixa dinAmica de proteinas de cadeias leves é
aumentada ou reduzida como consequéncia da transicdo de metabolismos
das fibras para um metabolismo mais oxidativo, o que leva o tecido & reduzir
sua capacidade de contragcdo muscular e prejuizo do mecanismo de
adaptacao a cargas (Gannon et al, 2008; Gannon et al, 2012; Théron et al,
2014). Ainda assim, nés encontramos aumento das isoformas de cadeias
leves de miosina e PRVA em ratos jovens apdés o TR. A PRVA patrticipa do

processo de contragcdo-relaxamento das fibras rapidas e atua sobre a
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cinética de Ca+ (Lynch et ai, 2012), o que também pode ser associado ao
aumento de AST nos grupos treinados (figura 5). Nossos resultados
confirmam o aumento de cadeia leve de miosina ja mostrada em estudos
prévios (Gelfi et al, 2006; Norheim et al, 2011; Son et al, 2012). A reducao de
MYL1 no grupo TV pode ser relacionada com a menor capacidade de
adaptacdo do musculo velho ao exercicio, pois, tém sido demonstrado que
individuos idosos que realizaram TR tem menor sensibilidade ao uso de
aminoacidos e menor capacidade de sintese miofibrilar, o que reduz a
fosforilacdo de genes importantes para a via hipertrofica (via mTOR -
p70S6K) no musculo velho (Cuthbertson et al, 2005 e Kumar et al, 2009).
Essa condicdo nao foi observada no grupo TJ, o que mostra um possivel
caminho para o entendimento do processo envelhecimento-exercicio.

NoOs também observamos aumento das proteinas de transporte HBA,
HBB1, MYG, CAH3; no envelhecimento e treinamento, porém, reducédo de
HBB1, MYG ap6s TR em animais velhos. A proteina MYG, é uma proteina
conhecida por ser um biomarcador do processo de transi¢édo de fibras (Gelfi
et al, 2005) decorrentes de desordens na microcirculagdo de fibras
musculares durante o envelhecimento humano (Bearden, 2006; Stauton et
al, 2012). Um aumento da demanda para a remoc¢do de CO2 no musculo
idosos por meio da proteina CAH3; (Staunton et al, 2012) e maior eficiéncia
do transporte de oxigénio realizado pela presenca MB, sugere aumento do
metabolismo oxidativo nas fibras musculares de animais velhos (O'Connell
et al, 2009; Doran et al, 2008). Porém, o aumento de MYG, CAH; e
isoformas de hemoglobina apds o treinamento indicar os efeitos vasculares
decorrentes do treinamento de forca como demonstrado por Sietsema et al,
2012. A reducdo de MYG e HBB1 no grupo TV pode ser relacionada a
reducdo do processo de transicdo de fibras apos do TR, ja que 0 aumento
de MYG é conhecido por ser um biomarcador do processo de transi¢cdo de
fibras (Gelfi et al, 2005).

Interessantemente, as proteinas de estresse SODC, PRDX1, PARK7
também se mostraram aumentadas no envelhecimento. A proteina PRDX1
foi reduzida no grupo TV e SODC aumentada. A produgédo de peroxido de

hidrogénio (H,0,) e espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo resultados
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fisiolégicos da respiragdo mitocondrial, porém, disfungbes nessa organela
aumentam a producdo dessas espécies, com maior producdo durante o
envelhecimento, o que gera danos a proteinas e alteracdo da sintese de
ATP (Doria et al, 2012). Gueugneau et al, 2014 mostraram 0 aumento de
sintese de proteinas antioxidantes e modificagcbes na homeostase ibnica no
envelhecimento devido a essas proteinas. Sietsema et al, 2012,
demonstraram que o exercicio excéntrico aumenta a circulacéo de isoformas
de hemoglobina devido a hemodlise, resultante do dano muscular provocado
pelo exercicio excéntrico, o que pode explicar o aumento das proteinas de
transporte neste estudo. Além disso, Gandra et al, 2012 observaram que a
proteina SODC mitocondrial foi aumentada no musculo gastrocnémio
vermelho de ratos apds treinamento de alta intensidade em esteira,
resultando em aumento da capacidade antioxidante, assim como
demonstrado em nosso estudo, que apresentou aumento significativo nas
proteinas antioxidantes SODC e PARKY. Estudos anteriores mostram que
SODC participa da defesa das células contra ERO e as peroxiredoxinas,
principalmente PDRX1 pode atuar como mediador inflamatério na imunidade
e reparacgdo de tecidos in vivo (Ishi et al, 2012). A PDRX1 é da familia das
chaperonas e também tem importancia na manutencdo da integridade
celular e remodelacdo induzida pela idade. A proteina PARK7 tem véarias
funcdes, mas ja esta estabelecido que também participa da resposta ao
estresse oxidativo mitocondrial (Ishi et al, 2012). Embora existam resultados
conflitantes na literatura, os altos niveis dessas proteinas no musculo de
idade podem ser relacionados ao fato de que o processo de envelhecimento
favorece a sinalizacdo da proteina PARK7, bem como a proteina SODC
contra as EROs (Sakellariou et al, 2011). Estudos tem mostrado alteracao da
microvasculatura durante o processo de envelhecimento, porém, o exercicio
pode contrabalancear esses efeitos, promovendo aumento da bioenergética
muscular e minimizando as alteragbes vasculares, preservando o endotélio
(Burniston et al, 2014). Por outro lado, a proteina de estresse SODC
aumentou e a proteina PRDX1 reduziu no grupo TV comparada ao SJ.
Possivelmente, o TR pode ter balanceado a producao e remocao de EROS

no musculo velho. Ainda assim, Radéak et al, 2002, demonstrou reducgéo de
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produtos de danos de DNA por meio de western blotting, sugerindo que o TR
pode aumentar o reparo do DNA e a resisténcia do musculo idoso aos danos
advindo do estresse oxidativo

Relacionado ao envelhecimento e TR sobre as proteinas metabdlicas,
nossos resultados mostraram aumento das proteinas PGK1, G6PI, KCRM,
G3P, ENOB, TPIS, PGM1, PGAM2, LDHA com o envelhecimento e
treinamento, porém, reducdo de PGM1 no grupo TV. Essas proteinas
apresentadas na via glicolitica sdo enzimas chaves na conversao dos
substratos na via de glicélise, assim como na producdo de ATP. O aumento
das proteinas metabdlicas é associado ao aumento do mecanismo de
contracdo, uma vez que sao responsaveis pela rapida conversao de fosfato
de creatina para producdo de ATP (Ohlendieck, 2010) e aumento do
consumo de energia, principalmente durante atividades de alta intensidade
(LeBrasseur et al, 2011). A PGM1 é uma proteina metabdlica e possui papel
chave na via glicolitica. Porém, ela também esta envolvida em outras vias
como a via do glicogénio e gluconeogénese, importantes para a sintese de
proteinas relacionadas com o exercicio resistido. Em consonancia, o PGM1
realiza a conversao de glucose-1-fosfato para glicose-6-fosfato a partir de
um substrato de glicogénio e favorece rapida producdo de ATP. Em
constraste, isso ocorre lentamente, pelo processo natural do
envelhecimento, o que reduz a atividade da proteina, mesmo com o estimulo
do TR.

Em relag@o as proteinas exclusivas, apenas trés foram encontradas
no grupo SV, sendo relaciondas ao processo de oxidacao celular (PRDX6),
sarcomeros (MYH4) e transporte (TRFE). No envelhecimento, os niveis
reduzidos de ingestdo de ferro e alteracdes de proteinas antioxidantes
aumentam a suscetibilidade do musculo ao estresse oxidativo, prejudicando
a manutencdo da integridade estrutural muscular e neural (Nystrom et al,
2012;Han, Kim, 2015). Esses diferentes resultados no perfil do muasculo
velho podem ser consequéncia dos ciclos de degeneracdo-regeneracéo, o
que leva a diferentes abundancias no conteudo proteico, sugerindo
alteragbes na circulagdo e metabolismo no envelhecimento (Doran et al,

2008; Ibebunjo et al, 2012). Além disso, duas proteinas foram exclusivas no
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grupo SJ, entre elas a proteina de transcricdo RF1IML e a proteina de
coldgeno COL1A1, sugerindo um aumento do processo fibroso, assim como
a desidratacdo dos componentes da matriz que podem aumentar as ligacdes
cruzadas de colageno, como previamente descrito (Ibebunjo et al, 2012;
Kjaer, 2004) e possivel reducdo da biogénese mitocondrial pela reducéo da
proteina RF1IML (Sun et al, 2011).Somente uma proteina, RS27A, no grupo
TV mostrou — se dependente do estimulo do TR. Essa proteina participa do
processo de ubiquitinacdo das moléculas e equilibrio entre sintese e
degradacéao proteica. Assim, parece diretamente envolvido nas modificacdes
relacionadas ao TR.

Coletivamente, esses resultados mostraram que o envelhecimento e o
TR podem afetar diferentes estruturas do musculo esquelético pela alteracéo
da transcricdo de proteinas, matriz extracelular, resposta ao estresse e
sarcbmero, levando a mudancgas morfolégicas, metabdlicas e alteracdo no
conteudo de proteina (figura 7).

Finalmente, é importante enfatizar que a maioria dos dados
prote6micos advém de técnicas baseadas em analise gel com ionizacao e
dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI) ou com andlise de
cromatografia liquida acoplada a espectrébmetro de massas (LC-MS/MS)
(Petriz et al, 2012). Porém, nenhum estudo usou a técnica “gel free” para
analise de ratos idosos apds o TR. Assim, a analise proteémica por meio do
LC-ESI-MS/MS pode ser uma ferramenta para auxiliar no entendimento dos
processos bioldgicos e mecanismos do TR no processo de envelhecimento.
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8.0 CONCLUSAO

Em resumo, o presente estudo demonstrou que 12 semanas de
treinamento resistido em ratos modula proteinas que favorecem as
adaptacdes benéficas celulares ao exercicio. Porém, a inatividade,
representada pelo sedentarismo, promoveu aumento de proteinas que
podem levar ao maior comprometimento do tecido muscular. O treinamento
dos animais velhos conseguiu aumentar a AST quando comparado ao seu
controle sedentério, por meio da regulacdo de proteinas metabdlicas e
antioxidantes importantes para a manutencdo da integridade muscular

esquelética.
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APENDICES

APENDICE 1 - Proteinas expressas e alteradas pelo envelhecimento no musculo

gastrocnémio, agrupadas de acordo com suas funcdes biologicas

Nome da proteina Nome Massa valor de p
primario SIx SV

Processode
desenvolvimento/celular/metabdlico
beta-enolase ENOB_RAT 47,014 0,0001
anidrase carb6nica 3 CAH3_RAT 29,431 0,0001
creatina cinase tipo M KCRM_RAT 43,045 0,0001
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase G3P_RAT 35,828 0,0064
glicose-6-fosfato isomerase G6PI_RAT 62,827 0,0225
L-lactato desidrogenase cadeia A LDHA _RAT 36,451 0,0272
fosfoglucomutase 1 PGM1_RAT 61,403 0,0001
fosfoglicerato cinase 1 PGK1 RAT 44,538 0,0003
fosfoglicerato mutase 2 PGAM2_RAT 28,755 0,0001
triosefosfato isomerase TPIS_RAT 26,849 0,0001
hemoglobina subunidade alfa-1/2 HBA_RAT 15,329 0,0001
hemoglobina subunidade betal HBB1 RAT 15,979 0,0001
mioglobina MYG_RAT 17,157 0,0001
cadeia leve de miosinal/3 MYL1 RAT 20,680 0,0001
cadeia leve de miosina 2 MLRS_RAT 18,969 0,0002
Resposta ao Estresse
peroxiredoxina 1 PRDX1 RAT 22,109 0,0015
proteina deglicase DJ 1 PARK7_RAT 19,974 0,0001
superoxido dismutase-Cu-Zn SODC_RAT 15,912 0,0001

P

Proteinas com aumento de abundancia.
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Nome da Proteinas

Processode

desenvolvimento/celular/metabdlico

beta-enolase

anidrase carbonica 3

creatina cinase tipo M
frctose-bisfosfato aldolase A
gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase
glicose-6-fosfato isomerase
L-lactato desidrogenase cadeia A
parvalbumina alfa

piyruvato cinase
fosfoglucomutase 1
fosfoglicerato cinase 1
fosfoglicerato mutase 2
triosefosfato isomerase
hemoglobina subunidade alfa-1/2
hemoglobina subunidade betal
mioglobina

cadeia leve de miosinal/3
cadeia leve de miosina 2
Resposta ao Estresse

proteina deglicase DJ 1

superoxido dismutase-Cu-Zn

Proteinas com aumento de abundancia.

Nome
primario

ENOB_RAT
CAH3_RAT
KCRM_RAT

ALDOA_RAT

G3P_RAT

G6PI_RAT
LDHA_RAT
PRVA_RAT
KPYM_RAT
PGM1_RAT
PGK1_RAT

PGAM2_RAT

TPIS_RAT

HBA RAT
HBB1_RAT
MYG_RAT
MYL1 RAT
MLRS_RAT

PARK7_RAT
SODC_RAT

Massa

47,014
29,431
43,045
39,352

35,828

62,827
36,451
11,926
57,818
61,403
44,538
28,755
26,849
15,329
15,979
17,157
20,680
18,969

19,974
15,912

musculo gastrocnémio, agrupados de acordo com suas fungdes bioldgicas.

valor de p
SIxTJ

0,0001
0,0001
0,0001
0,0001

0,0001

0,0001
0,0001
0,0001
0,0133
0,0002
0,0002
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0157
0,0002
0,0001

0,0001
0,0001

APENDICE Il — Proteinas expressas alteradas pelo treinamento resistido no
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APENDICE 11 — Proteinas expressas alteradas no masculo gastrocnémio de ratos

velhos apo6s treinamento resistido, agrupados de acordo com suas fungdes biologicas.

Nome da proteina Nome Massa  valordep
primario SVXTV
Processode

desenvolvimento/celular/metabdlico

beta-enolase ENOB_RAT 47,014 0,0001
anidrase carbénica 3 CAH3_RAT 29,431 0,0001
frctose-bisfosfato aldolase A ALDOA_ RAT 39,352 0.0466
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase G3P_RAT 35,828 0,0001
glicose-6-fosfato isomerase G6PI_RAT 62,827 0,0001
piyruvato cinase KPYM_RAT 57,818 0,001
fosfoglucomutase 1 PGM1_RAT 61,403 0,0001
hemoglobina subunidade alfa-1/2 HBA_RAT 15,329 0,0004
hemoglobina subunidade betal HBB1 RAT 15,979 0,0039
mioglobina MYG_RAT 17,157 0,0004
cadeia leve de miosinal/3 MYL1 RAT 20,680 0,0044
Resposta ao Estresse

peroxiredoxina 1 PRDX1 RAT 22,109 0,0281
superoxido dismutase-Cu-Zn SODC_RAT 15,912 0,0003

Proteinas com mudancas em suas abundéncias: aumentado (branco) ou reduzido
(cinza).
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